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La diabetes mellitus es un desorden metabólico que aparece cuando el páncreas no 
produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina 
dando lugar a la incapacidad para mantener la normoglucemia, desencadenando una 
situación de hiperglucemia crónica que produce daños a corto y largo plazo en muchos 
órganos y sistemas del organismo. Un aspecto central en el desarrollo de la diabetes es 
la reducción en el número de células beta pancreáticas que son las encargadas de 
producir insulina. Las limitaciones del tratamiento actual de la diabetes han estimulado 
la búsqueda de terapias que permitan restaurar la masa celular beta perdida para 
conseguir alcanzar la normoglucemia. La diferenciación de las células troncales 
pluripotentes hacia células productoras de insulina permitiría disponer de una fuente 
inagotable de células para una terapia alternativa. Sin embargo, los métodos disponibles 
hasta el momento presentan varios inconvenientes como son un bajo rendimiento, una 
difícil reproducibilidad y baja eficacia con la generación de células con un fenotipo 
inmaduro. Nuestro grupo fue pionero en demostrar que las células troncales 
embrionarias (CTEs) murinas pueden diferenciarse in vitro hacia células productoras de 
insulina y revertir in vivo la glucemia en modelos murinos diabéticos, estudios 
posteriores han demostrado que los protocolos de diferenciación in vitro pueden ser 
optimizados mediante el uso de diversos factores de crecimiento para aumentar la 
eficacia y eficiencia, consiguiendo células beta pancreáticas maduras funcionales en 
cantidad suficiente para una posible terapia celular. Sin embargo, las etapas de 
maduración son susceptibles de mejoras y además los factores necesarios para el 
proceso de diferenciación son extremadamente caros, esto ha suscitado un gran interés 
por la investigación de los microRNAs (miRNAs) como factores clave en la diferenciación 




La propuesta en este trabajo de investigación gira en torno a una mejora de la eficacia y 
eficiencia del proceso de diferenciación de las células troncales pluripotentes hacia 
células productoras de insulina, mediante un mecanismo regulador innovador ejercido 
por pequeñas moléculas de RNAs no codificantes como son los miRNAs, de forma que 
podrán constituir herramientas moleculares útiles en la manipulación de las CTEs. En 
nuestro trabajo, identificamos el perfil de expresión específico de miRNAs en las células 
troncales pluripotentes (Familia miR-302) y durante el proceso de diferenciación para 
obtener células productoras de insulina (miR-7, -375, -373, -15a/b, -16, -148a y -29b), así 
como aquellos miRNAs con una expresión preferente en los islotes pancreáticos, entre 
los que destacan miR-7 y -375, que varios trabajos sitúan como dos de los miRNAs más 
abundantes en páncreas, necesarios para un correcto desarrollo pancreático. Los 
resultados obtenidos revelan que miR-7 posee un importante papel en la obtención de 
células productoras de insulina a partir de células troncales, mejorando la sensibilidad 
de las células obtenidas a la liberación de insulina dependiente de los estímulos de 
glucosa. 
En conclusión, la generación de células productoras de insulina mediante miRNAs 
específicos en ausencia de factores de crecimiento resulta por el momento una meta 
lejana de alcanzar. Sin embargo, la mejora en los procesos de maduración para obtener 
células completamente funcionales mediante la combinación de factores de crecimiento 
y miRNAs es prometedora, aunque constituye un enfoque que se enfrenta a múltiples 
desafíos. Los próximos años revelaran el potencial real de los miRNAs como nuevas 
herramientas para la prevención y el tratamiento de la diabetes, revolucionando 




































Ab Antibody (Anticuerpo) 
ABCA1  
ATP binding cassette subfamily A member 1 (Miembro 1 de la subfamilia A de casetes de 
union a ATP) 
ACTB Actin, beta (Beta actina) 
Acvr2a Activin receptor type-2A (Receptor de Activina tipo 2A) 
ADA American diabetes association (Asociación americana de diabetes) 
ADP Adenosine diphosphate (Adenosín difosfato) 
Ago Proteína argonauta 
Ago2 proteína argonauta-2 
AKT Serine/threonine kinase 1 (Serina/treonina quinasa 1) 
AMY2A5 Amylase 2a5 (Amilasa) 
ANOVA Analysis of variance (Análisis de variación) 
AP Alkaline phosphatase (Fosfatasa alcalina) 
APC Adenomatous polyposis coli 
ATP Adenosine triphosphate (Adenosín trifosfato) 
AU Arbitrary units (Unidades arbitrarias) 
BCL2 B cell leukemia/lymphoma 2 (Linfoma de células B 2) 
bFGF Basic fibroblast growth factor (Factor de crecimiento fibroblástico básico) 
BHLHE22  
Basic helix-loop-helix family, member e22 (Miembro e22 de la familia hélice-bucle-hélice 
básica) 
BMP Bone morphogenic protein (Proteína morfogénica ósea) 
BMP2 Bone morphogenic protein-2 (Proteína morfogénica ósea-2) 
BMP4 Bone morphogenic protein-4 (Proteína morfogénica ósea-4) 
BSA Bovine serum albumin (Albúmina sérica bovina) 
CALB1 Calbindin 1 (Calbindina 1) 
Cap-5' Caperuza 5' 
CAV2 Caveolin 2 (Caveolina 2) 
CCDC18 Coiled-coil domain containing 18 
CDKs Cyclin-dependent kinases (Quinasas dependientes de ciclinas)  
cDNA DNA complementario  
CIBERDEM Centro de investigación biomédica en red de diabetes y enfermedades metabólicas 
CIE-10 Clasificación internacional de enfermedades  
c-MYC 
Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog (Homólogo del oncogen viral Avian 
Myelocytomatosis) 
CRYBB2 Crystallin beta B2 (Cristalina beta B2) 
Ct Cycle threshold (Ciclo umbral) 
CTAs Células troncales adultas 
CTEs Células troncales embrionarias 
CTNNB Catenin, beta (Beta catenina) 
CTRB1 Chymotrypsinogen B1 (Quimiotripsinógeno B1) 
DD-CTEs Diferenciacion dirigida de células troncales embrionarias 
DGCR8 
DiGeorge syndrome critical region gene 8 (Región crítica del gen 8 del síndrome 
DiGeorge) 
DMEM Dulbecco's modified eagle médium (Medio Eagle modificado de Dulbecco) 
DMEM/F12 
Dulbecco's modified eagle medium: Nutrient mixture F-12 (Medio Eagle modificado de 
Dulbecco: Mezcla de nutrientes F-12) 
DMG Diabetes mellitus gestacional  





DMNID Diabetes mellitus no insulindependiente  
DNA Deoxyribonucleic acid (Ácido desoxiribonucleico) 
DNAJC3  
DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C3  
(Miembro C3 de la familia de proteínas de DNA de choque térmico)  
DSH Dishevelled 
EBs Embryoid bodies (Cuerpos embrionarios) 
EDC 
1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride  
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) hidrocloruro de carbodiimida) 
EDG Endothelial differentiation gene (Gen de diferenciación endotelial) 
ESCC Embryonic stem cell-cicle (Ciclo celular de células troncales) 
EVP Enfermedad vascular periférica 
FBS Fetal bovine serum (Suero fetal bovino) 
FDA Food and drug administration (Agencia de alimentos y medicamentos) 
FED Federación española de diabetes  
FGF Fibroblast growth factor (Factor de crecimiento fibroblástico) 
FID Federación internacional de diabetes 
FLK1 Fetal Liver Kinase 1 (Quinasa 1 de hígado fetal) 
FOXA2 Forkhead box A2 
FRZ Frizzled  
GCG Glucagon  
GCNT2 Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 2, I-branching enzyme 
GDFs Growth differentiation factors (Factores de crecimiento y diferenciación) 
GFF Glass fiber filter (Filtro de fibra de vidrio) 
GLUT2 Solute carrier family 2 member 2 (Miembro 2 de la familia de transportadores de soluto) 
GSC Goosecoid  
GSIS Glucose-stimulated insulin secretion (Secreción de insulina estimulada por glucosa) 
GSK3β Glycogen synthase kinase 3 beta (Glucógeno sintasa quinasa-3 beta) 
HbA1c Hemoglobina glicosilada 
HGF Hepatocyte growth factor (Factor de crecimiento de hepatocitos) 
hiPSC 
Human induced pluripotent stem cells (Células troncales pluripotentes inducidas 
humanas) 
HLA Human Leukocyte Antigen (Antígenos leucocitarios humanos) 
HMG High-Mobility Group (Grupo de alta movilidad)  
HNF1β HNF1 homeobox B  
HNF4α Hepatocyte nuclear factor 4 alpha (Factor de hepatocito nuclear 4 alfa) 
hrbFGF 
Recombinant human basic fibroblast growth factor (Factor de crecimiento fibroblástico 
básico humano recombinante) 
IAPP Islet amyloid polypeptide (Polipéptido amieloide de los islotes) 
ICAs Islet cell antibodies (Anticuerpos Antiislotes Pancreáticos) 
IF Inmunofluorescencia 
IFG Impaired fasting glycemia (Glicemia alterada en ayunas) 
IGF1R 
Insulin-Like Growth Factor 1 Receptor (Receptor del factor de crecimiento similar a la 
insulin tipo 1) 
IGT Impaired glucose tolerance (Intolerancia a la glucosa) 
IND International nomenclature of diseases (Nomenclatura internacional de enfermedades) 
INS Insulina 
INS-I Insulina-I 





IRS2 Insulin receptor substrate 2 (Receptor de sustrato de insulina 2) 
ISH In situ hybridization (Hibridación in situ) 
ISL1  ISL LIM homeobox 1 
ITS Insulina-Transferrina-Selenio 
JAZF1  JAZF zinc finger 1 
LEF Lymphoid enhancer-binding factor (Factor potenciador linfoide) 
LIF Leukemia inhibitory factor (Factor inhibitorio de leucemia) 
lncRNA Long non-coding RNA (RNA largo no codificante) 
MAFA MAF bZIP transcription factor A (Factor de transcripción A MAF bZIP) 
MAP4K4 Mitogen-activated protein kinase 4 (Proteína quinasa activada por mitógenos tipo 4)  
MCI Masa Celular Interna 
MCL1 Myeloid cell leukemia 1 (Célula de leucemia mieloide tipo 1)  
MCT1 
Solute carrier family 16 member 1 (Miembro 1 de la familia 16 de transportadores de 
monocarboxilato) 
MEC Matriz extracelular  
miRISC miRNA-induced silencing complex (Complejo de silenciamiento inducido por miRNA) 
miRNAs microRNAs 
MIST1 
Basic helix-loop-helix family, member a15 (Miembro a15 de la familia hélice-bucle-hélice 
básica) 
M-MLV RT 
Moloney murine leukemia Virus reverse transcriptase (Transcriptasa inversa del virus de 
la leucemia murina Moloney) 
MODY Maturity-onset diabetes of the young (Diabetes del adulto de inicio en la juventud) 
mRNA Ácido ribonucleico mensajero 
mTOR Mammalian target of rapamycin (Diana de rapamicina en mamífero) 
MTPN Myotrophin (Miotrofina) 
NB Técnica de Northern Blotting 
ncRNA Non-codgin RNA (RNA no codificante) 
NDDG National Diabetes Data Group (Grupo nacional de datos de diabetes) 
NEUROD1 Neurogenic Differentiation Factor (Factor de diferenciación neurogénico) 
NEUROG3 Neurogenin 3 (Neurogenina 3) 
NFκβ Nuclear factor kappa-B (Factor nuclear kappa-B) 
NKX2.2 NK2 homeobox 2 
NKX6.1 NK6 homeobox 1 
OC-2 One cut homeobox 2  
OCT4 Octamer-binding transcription factor 4 (Factor de transcripción-4 de unión a octámero)  
OMS Organización mundial de la salud  
ORF Open reading frame (Marco de lectura abierto) 
PAK6 p21 (RAC1) activated kinase 6 (Quinada activada por p21 tipo 6) 
PAX4 Paired box 4 (Caja emparejada de genes-4) 
PAX6 Paired box 6 (Caja emparejada de genes-6) 
pb Pares de bases 
PBS Phosphate buffered saline (Tampón fosfato salino) 
PCR Polymerase chain reaction (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 
PDFG Platelet-derived growth factor (Factor de crecimiento derivado de plaquetas) 
PDK1 Pyruvate dehydrogenase kinase-1 (Quinasa dependiente de fosfoinositol-1) 
PDX1 Pancreatic and duodenal homeobox 1 (Factor homebox tipo 1 pancreático y duodenal) 
PGCs Primordial germ cells (Células germinales primordiales) 





PIP2 Phosphatidylinositol 4,5 biphosphate (Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato) 
PIP3 Phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate (Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato) 
piRNAs Piwi-interacting RNA (RNA de interacción con PIWI) 
PKB Protein kinase B (Proteína quinasa B)  
PLCγ Phosphoinositide phospholipase C gamma (Fosfoinositida fosfolipasa C gamma) 
PLEKHH1 Pleckstrin homology, MyTH4 and FERM domain containing H1  
PPY Pancreatic polypeptide (Polipéptido pancreático) 
PRDM1 PR domain 1 (Dominio PR-1) 
PRKRA 
Interferon-inducible double-stranded RNA-dependent protein kinase activator A 
(Proteína quinasa activadora A dependiente de RNA inducible por interferón) 
PTF1A 
Pancreas specific transcription factor, 1a  
(Factor de transcripción específico del páncreas) 
qPCR 
Quantitative polymerase chain reaction  
(Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa) 
RBM47 RNA binding motif protein 47 (Proteína-47 con motivo de unión a DNA) 
RBPMS2  
RNA binding protein with multiple splicing 2  
(Proteína de unión a DNA con multiple splicing-2) 
RISC RNA-induced Silencing Complex (Complejo de silenciamiento inducido por RNA) 
RNA Ribonucleic acid (Ácido ribonucleico) 
RNU48 Small nucleolar RNA box 48 (Pequeño RNA nucleolar caja-48) 
RPLP 50S ribosomal protein L16 (Proteína ribosomal 50S L16) 
rpm Revoluciones por minuto 
RPS6KB1 Ribosomal protein S6 kinase B1 
RT-PCR 
Reverse transcription polymerase chain reaction  
(Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa 
S1P Sphingosine-1-phosphate (Esfingosina-1-fosfato) 
SD-CTEs Diferenciación espontanea de células troncales embrionarias 
SED Sociedad española de diabetes 
SEM Standard error of mean (Error estándar de la media) 
Shh Sonic Hedgehog 
siRNAs Small interfering RNA (RNA pequeño de interferencia) 
SIRT1  Sirtuin 1 
SOX1 SRY (Sex determining region Y)-box 1 (Región determinante del sexo Y-caja-1) 
SOX17 SRY (Sex determining region Y)-box 17 (Región determinante del sexo Y-caja-17) 
SOX2 SRY (Sex determining region Y)-box 2 (Región determinante del sexo Y-caja-2) 
SOX6   SRY (Sex determining region Y)-box 6 (Región determinante del sexo Y-caja-6) 
SPHK Sphingosine kinase (Esfingosina quinasa) 
SSEA-4 Stage-specific embryonic antigen-4 (Antígeno-4 específico del estadio embrionario) 
SST Somatostatina 
STX1A Syntaxin 1A (Sintaxina 1A) 
STZ Streptozotocin (Estreptozotocina) 
TBP TATA-box binding protein (Proteína de unión a caja TATA) 
TBS Tris-buffered saline (Tampón Tris salino) 
TCF T-cell factor (Factor de células T) 
TGF-β Transforming growth factor beta (Factor de crecimiento transformante beta) 
TNFα Tumor necrosis factor α (Factor de necrosis tumoral α) 
TRBP TAR RNA-binding protein (Proteína de unión a RNA en respuesta a trans-activación) 
TUBB Tubulin beta class I (Tubulina beta clase 1) 





UCP2 Mitochondrial uncoupling protein 2 (Proteína de desacoplamiento mitocondrial-2) 
UTR Untranslated región (Región no traducida) 
WB Técnica de Western Blotting 
ZEB1  














































La diabetes mellitus es un desorden metabólico que aparece cuando el páncreas no 
produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina 
dando lugar a la incapacidad para mantener la normoglucemia, desencadenando una 
situación de hiperglucemia crónica que produce daños a corto y largo plazo en muchos 
órganos y sistemas del organismo, especialmente los vasos sanguíneos y los nervios. Un 
aspecto central en el desarrollo de la diabetes es la reducción en el número de células 
beta pancreáticas que son las encargadas de producir insulina. En el caso de la diabetes 
tipo 1 la destrucción progresiva de las células beta pancreáticas da lugar a una 
reducción en términos absolutos de la masa celular beta. En la diabetes tipo 2, la 
función y masa de células beta pancreáticas es insuficiente para hacer frente al 
aumento en la demanda de insulina generado por la resistencia a la insulina.  La forma 
más común de esta enfermedad es la diabetes tipo 2 y representa el 90% de los casos 
mundiales, presentando una alta morbimortalidad y una prevalencia en aumento, muy 
en relación con los malos hábitos de vida y el incremento de la obesidad, la cual triplica 
el riesgo de desarrollar una diabetes.  
Cada año más de 4 millones de personas mueren por la diabetes y decenas de millones 
sufren complicaciones incapacitantes y potencialmente letales. Se trata de una 
enfermedad metabólica que afecta a más de 415 millones de personas en todo el 
mundo de acuerdo a la reciente información de la séptima edición del Atlas de Diabetes 
de la Federación Internacional de Diabetes (FID). Según el estudio Di@betes.es, uno de 
los últimos estudios publicados sobre prevalencia de la diabetes, realizado por el Centro 
de Investigación Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabólicas 
(CIBERDEM), en colaboración con la Sociedad Española de Diabetes (SED) y la 
Federación Española de Diabetes (FED), sitúan la prevalencia total de diabetes tipo 2 en 
España y Andalucía alrededor del 14 y el 15% de los adultos respectivamente (Soriguer 





complicaciones similares a largo plazo (ceguera, fallo renal, amputación del pie 
diabético, etc.) (Sordi et al., 2008).  Las limitaciones del tratamiento actual de la 
diabetes han estimulado la búsqueda de terapias que permitan restaurar la masa celular 
beta perdida para conseguir alcanzar la normoglucemia. El trasplante alógenico de 
islotes pancreáticos procedentes de donantes cadáver por el protocolo de Edmonton 
(Shapiro et al., 2006) ha demostrado que la terapia celular funciona, de forma que el 
trasplante de células productoras de insulina a pacientes diabéticos normaliza la 
glucemia entre 1 y 5 años. Sin embargo, este tratamiento tiene unas limitaciones como 
son la carencia de suficientes donantes y la necesidad de inmunosupresión (Sutherland 
et al., 2001; Shapiro et al., 2006).  
La diferenciación de las células pluripotentes hacia células productoras de insulina 
permitiría disponer de una fuente inagotable de células. Por lo tanto, será fundamental 
conseguir un aumento en la eficacia y eficiencia del proceso de diferenciación de células 
pluripotentes hacia células productoras de insulina, junto con la mejora del proceso y su 
uso en modelos animales. Las células troncales embrionarias (CTEs) murinas pueden 
diferenciarse hacia células productoras de insulina (León-Quinto et al., 2004; Soria et al., 
2000). Estudios posteriores han demostrado que el protocolo de diferenciación in vitro 
puede optimizarse (Vaca et al., 2006) e incluso aplicarse a células troncales 
embrionarias humanas (D’Amour et al., 2005, 2006; Rezania et al., 2014; Pagliuca et al., 
2014; Pezzolla et al., 2015). Sin embargo, los métodos disponibles hasta el momento 
presentan varios inconvenientes como son un bajo rendimiento, una difícil 
reproducibilidad y baja eficacia con la generación de células con un fenotipo inmaduro. 
Los procedimientos descritos con las CTEs tienen una eficacia y una eficiencia bajas, es 
un procedimiento poco eficaz porque el fenotipo al que se llega no es el de una célula 
beta pancreática madura y es poco eficiente por que el rendimiento en términos de 






1.2. Diabetes Mellitus 
El termino diabetes describe un trastorno metabólico de etiología múltiple 
caracterizado por hiperglucemia crónica con alteraciones del metabolismo de 
carbohidratos, grasas y proteínas como consecuencia de defectos en la secreción de 
insulina, la acción de la insulina o ambos. Los efectos de la diabetes incluyen daños a 
largo plazo que producen la disfunción e insuficiencia de varios órganos y puede 
presentarse con síntomas característicos como sed, poliuria, distorsión de la visión y 
pérdida de peso, pudiendo desarrollar en sus formas más severas, cetoacidosis o un 
estado hiperosmolar no cetónico y dar lugar a estupor, coma y en ausencia de 
tratamiento eficaz, la muerte. A menudo los síntomas no son graves o pueden estar 
ausentes y por consiguiente el grado de hiperglucemia suficiente para ocasionar 
cambios patológicos y funcionales puede estar presente durante un largo tiempo antes 
de realizarse el diagnóstico. Los efectos a largo plazo de la diabetes, incluyen el 
desarrollo progresivo de complicaciones especificas microvasculares (lesiones de los 
vasos sanguíneos pequeños) y macrovasculares (lesiones de vasos sanguíneos más 
grandes). Varios procesos patogénicos están implicados en el desarrollo de diabetes, 
esto incluye procesos los cuales destruyen las células beta pancreáticas del páncreas 
con la consiguiente insuficiencia de insulina. Las anomalías en carbohidratos, grasas y el 
metabolismo de proteínas se deben a la acción deficiente de la insulina en los tejidos 
diana resultante por la disminución en la sensibilidad y/o falta de insulina. 
1.2.1. Clasificación de la diabetes 
La primera clasificación ampliamente aceptada de la diabetes fue publicado por la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) en 1979 (National Diabetes Data Group, 1979). 
El Comité de Expertos propuso entonces como clases principales de diabetes la Diabetes 
mellitus insulindependiente (DMID) y Diabetes mellitus no insulindependiente (DMNID), 
que sería modificada posteriormente en 1985 (WHO Study Group, 1985) como tipo 1 y 





mellitus gestacional (DMG) fueron reflejados en la posterior Nomenclatura 
Internacional de Enfermedades (IND) en 1991 y en la décima revisión de la Clasificación 
Internacional de Enfermedades (CIE-10) en 1992. En 1997 (Expert Committee on the 
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003), los criterios de clasificación y 
diagnóstico de la diabetes elaborados por el Grupo Nacional de Datos de Diabetes 
(NDDG) y recomendados por la OMS, han sido revisados por el Comité de Expertos para 
el diagnóstico y clasificación de la diabetes de la Asociación Americana de Diabetes 
(ADA), con el objetivo de plantear una nueva clasificación, dejando de lado el criterio 
terapéutico y teniendo en cuenta la etiología de la enfermedad.  
La clasificación previa agrupaba bajo el término diabetes, aquellas alteraciones que 
difieren en su patogénesis, evolución natural, respuesta terapéutica y prevención. A 
esto se agregan distintos factores genéticos y del medio ambiente que conducen a 
formas de diabetes que parecen fenotípicamente similares pero que pueden tener 
etiologías distintas. Se incluyen 4 categorías y un grupo adicional de individuos que 
tienen glucemias anormales con  alto riesgo de desarrollar diabetes (Expert Committee 
on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003), de forma que los 
principales tipos de diabetes serán los siguientes: 
 
 Diabetes Mellitus Tipo 1: 
La diabetes tipo 1 (también llamada insulinodependiente, juvenil o de inicio en la 
infancia), se caracteriza por una destrucción de las células beta pancreáticas, 
deficiencia absoluta de insulina, tendencia a la cetoacidosis y requiere la 
administración diaria de insulina. Se desconoce aún la causa de la diabetes tipo 1 
y no se puede curar con el conocimiento actual. Se pueden distinguir 2 sub-
grupos: 
o Autoinmune: Esta forma de diabetes, previamente conocida por los términos 
diabetes dependiente de insulina, diabetes tipo 1 o diabetes juvenil, resulta 





Maclaren, 1994), provocando que la secreción de insulina termine siendo 
mínima o nula; se presenta en general durante la primera infancia y la 
adolescencia, aunque su aparición puede ocurrir a cualquier edad. La 
predisposición genética es múltiple y además se relaciona con factores 
ambientales aún no totalmente definidos. 
o Idiopática: Se refiere a las formas de etiología desconocida de mínima 
prevalencia. Algunos de estos pacientes tienen insulinopenia permanente y 
son propensos a la cetoacidosis, pero no hay evidencia de autoinmunidad. La 
prevalencia de este tipo de paciente es muy baja, siendo la mayoría de origen 
africano o asiático. Esta forma de diabetes tiene una importante carga 
hereditaria y carece de evidencia inmunológica para la autoinmunidad de las 
células beta pancreáticas (Banerji y Lebovitz, 1989).  
 Diabetes Mellitus Tipo 2: 
La diabetes tipo 2 (también llamada no dependiente de la insulina o diabetes del 
adulto), es un término que se utiliza para las personas que tienen resistencia a la 
insulina y por lo general tienen una relativa deficiencia en la síntesis de insulina 
(Reaven et al., 1976; Olefsky et al., 1982; DeFronzo et al., 1979; Turner et al., 
1979), representando aproximadamente un 90-95% de todos los pacientes 
diabéticos (American Diabetes Association, 2015). Al menos inicialmente y con 
frecuencia durante toda su vida, estos pacientes no necesitan tratamiento con 
insulina para sobrevivir. Probablemente hay numerosas causas de esta forma de 
diabetes y es probable que la proporción de pacientes en esta categoría 
disminuya en el futuro con la identificación de los procesos patogénicos 
específicos y defectos genéticos causantes.  
Aunque no se conocen las causas específicas de la diabetes tipo 2, la destrucción 
autoinmune de las células beta pancreáticas no se produce. La mayoría de los 
pacientes son obesos, por lo que la obesidad en sí provoca un cierto grado de 





presentan una acumulación de grasa corporal en la región abdominal sin llegar a 
ser obesos (Kissebah y Peiris, 1989; Butkiewicz et al., 1995; Banerji et al., 1994; 
Umpierrez et al., 1995). Esta forma de diabetes cursa con frecuencia sin 
diagnosticar durante muchos años debido a que la hiperglucemia se desarrolla 
gradualmente, no presentando la suficiente gravedad en etapas anteriores como 
para que el paciente observe cualquiera de los síntomas clásicos de la diabetes 
(Harris; Zimmet, 1992; Fujimoto et al., 1987). Sin embargo, estos pacientes tienen 
un mayor riesgo de desarrollar complicaciones macrovasculares y 
microvasculares (Fujimoto et al., 1987; Moss et al., 1994; Kuusisto et al., 1994; 
Andersson y Svärdsudd, 1995; Uusitupa et al., 1993). La secreción de insulina es 
defectuosa en estos pacientes e insuficiente para compensar la resistencia a la 
insulina. Esta puede mejorar con la reducción del peso y/o tratamiento 
farmacológico de la hiperglucemia, pero rara vez podrá restaurarse la normalidad 
(Scarlett et al.; Firth et al., 1986; Simonson et al., 1984; Henry et al., 1986; Wing 
et al., 1994). 
El riesgo de desarrollar este tipo de diabetes aumenta con la edad, la obesidad y 
la falta de actividad física (Zimmet, 1992); además con frecuencia se asocia con 
una fuerte predisposición genética, incluso en mayor magnitud que la forma 
autoinmune de la diabetes tipo 1 (Newman et al., 1987; Barnett et al., 1981). Sin 
embargo, la genética de esta forma de diabetes es compleja y no está definida 
totalmente. 
 Diabetes Mellitus Gestacional (DMG): 
Durante muchos años, la DMG se definió como cualquier grado de intolerancia a 
la glucosa con el inicio o primer reconocimiento durante el embarazo (Expert 
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003), 
independientemente de si la condición puede haber precedido al embarazo o 
comenzado de forma concomitante con este (Metzger, 1991). Esta definición 





vio limitada por la imprecisión. Por ello, las mujeres con diabetes en el primer 
trimestre serán clasificados como diabetes tipo 2, mientras que se considera 
DMG aquella diagnosticada en el segundo o tercer trimestre del embarazo que 
no es claramente diabetes manifiesta. En cualquier caso, unas 6 semanas o más 
después de que termine el embarazo, la diabetes de la mujer debe ser 
reclasificada de modo que podría diagnosticarse una glicemia alterada en ayunas 
(IFG) o intolerancia a la glucosa (IGT), las cuales no deben ser vistas como 
entidades clínicas, pero constituyen factores de riesgo para el desarrollo de la 
diabetes. En la mayoría de los casos de DMG, la regulación de la glucosa volverá a 
la normalidad después del parto. 
 Otros tipos Específicos: 
Según la ADA, en un pequeño porcentaje de los casos la diabetes puede ocurrir 
en personas con ciertos desórdenes o condiciones, como son los siguientes: 
o Alteraciones genéticas: Varias formas de diabetes están asociados con 
defectos monogenéticos en la función de las células beta pancreáticas 
(Vaxillaire y Froguel, 2008). Estas formas de diabetes se caracterizan 
frecuentemente por la aparición de hiperglucemia en una edad temprana y 
se caracterizan por la secreción de insulina alterada e incluyen la diabetes 
mellitus neonatal o diabetes monogénica de la primera infancia, la diabetes 
del adulto de inicio juvenil (MODY), síndromes asociados con resistencia 
extrema a la insulina y otros síndromes poco frecuentes en los que la 
diabetes es una más de una pléyade de manifestaciones, como el síndrome 
de Wolcott-Rallison o el síndrome de Wolfram (Vaxillaire et al., 2009; Urano, 
2016). 
o Endocrinopatías: Varias hormonas (hormona del crecimiento, cortisol, 
glucagón o epinefrina) antagonizan con la acción de la insulina. Las 
cantidades excesivas de estas hormonas (acromegalia, síndrome de Cushing, 





1982; Stenström et al., 1988). Esto ocurre generalmente en individuos con 
defectos preexistentes en la secreción de insulina y la hiperglucemia se 
resuelve normalmente cuando se retira el exceso de la hormona. 
o Enfermedades pancreáticas: Cualquier proceso adquirido que daña de forma 
difusa al páncreas puede causar diabetes como pueden ser la pancreatitis, 
trauma, infección, pancreatectomía y el carcinoma de páncreas (Cersosimo 
et al., 1991; Larsen et al., 1987). 
o Diabetes inducida por drogas o químicos: Muchos medicamentos pueden 
afectar la secreción de insulina. Estos medicamentos no pueden causar la 
diabetes por sí mismos, pero pueden precipitar la aparición de diabetes en 
personas con resistencia a la insulina (Pandit et al., 1993; O’Byrne y Feely, 
1990; Izzedine et al., 2005). 
o Infecciones: Ciertos virus se han asociado con la destrucción de células beta 
pancreáticas. La diabetes se produce en pacientes con rubéola congénita 
(Forrest et al., 1971), aunque la mayoría de estos pacientes tienen antígenos 
leucocitarios humanos (HLA) y marcadores inmunológicos característicos de 
la diabetes tipo 1. Además, las infecciones ocasionadas por otros virus como 
son citomegalovirus, adenovirus, Coxsackie B y mixovirus han sido implicados 
en la inducción en ciertos casos de la enfermedad (King et al., 1983; 
Karjalainen et al., 1988; Pak et al., 1988) . 
1.2.2.  Prevalencia y diagnóstico 
Los criterios diagnósticos para la diabetes se han modificado a partir de los previamente 
recomendados por el Comité de Expertos del NDDG (Expert Committee on the Diagnosis 
and Classification of Diabetes Mellitus, 2003) o el grupo de estudio de la OMS (WHO 
Study Group, 1985). Las mismas pruebas se utilizan tanto para la predicción como el 
diagnóstico de la diabetes y puede ser identificada en cualquier lugar a lo largo del 





riesgo, en pacientes sintomáticos y en individuos de alto riesgo con sospechas de 
diabetes. Las mismas pruebas también pueden detectar individuos con prediabetes, un 
trastorno en que el nivel de la glucosa en la sangre es mayor de lo normal pero no lo 
suficientemente alto como para diagnosticar diabetes, pero significa que se encuentra 
en riesgo de desarrollarla. Existen varios métodos para diagnosticar la diabetes y cada 
uno debe ser confirmado posteriormente por cualquiera de los métodos dados, los 
cuales están resumidos en la siguiente Tabla 1: 
Prueba Descripción Diabetes Prediabetes 
Hemoglobina glucosilada 
(A1C) 
Promedio de glucosa en la sangre 
durante los últimos 2-3 meses 
≥ 6,5 %. 5,7%–6,4 %. 
Glucosa plasmática ayunas 
(PGA) 
Nivel glucosa en sangre en ayuno ≥ 126mg/dl 100–125 mg/dl 
Tolerancia glucosa oral 
(PTOG) 
Nivel glucosa en sangre antes y 
después de la ingesta de una 
solución glucosada (75 gr) 
≥ 200 mg/dl 140–199 mg/dl 
 
Prueba Aleatoria glucosa oral 
Análisis de sangre en cualquier 
momento del día 
≥ 200 mg/dl  
TABLA 1. Criterios de diagnóstico y predicción de la diabetes. 
En 2014 la OMS informa que la carga de morbilidad de la diabetes está aumentando en 
todo el mundo y en particular en los países en desarrollo. Las causas son complejas, 
pero en gran parte están relacionadas con el rápido aumento del sobrepeso, la obesidad 
y la inactividad física. La FID ha dado a conocer, durante la celebración del Congreso 
Mundial de la Diabetes en Vancouver, los datos de su Atlas de la Diabetes séptima 
edición (2015), que constituye la fuente acreditada de información sobre la prevalencia 
global y regional de la diabetes, así como del gasto y la mortalidad asociados. En este se 
registra que en el mundo hay más de 415 millones de personas con diabetes y para 
2040 se prevé que esta cifra aumente a 642 millones, además se calcula que las muertes 
por diabetes aumentarán más de un 50% en los próximos 10 años tal y como se refleja 





principales de enfermedad y muerte prematura en la mayoría de los países, sobre todo 
debido al aumento del riesgo de enfermedades cardiovasculares (50%-80% de las 
muertes de pacientes diabéticos se deben a causas cardiovasculares) y se prevé que la 
diabetes se convierta en el año 2030 en la séptima causa mundial de muerte. Además, 
la diabetes es una causa importante de ceguera, amputación e insuficiencia renal.  
FIGURA 1. Representación de la distribución geográfica de personas afectadas por diabetes, indicando el número 
de personas con diabetes a nivel mundial por región en 2015 y la estimación en 2040. Imagen modificada del 
Atlas de Diabetes de la FID. Séptima edición, 2015. 
El estudio di@bet.es realizado desde el CIBERDEM del Instituto de Salud Carlos III 
(Ministerio de Ciencia e Innovación) en colaboración con la SED y la FED (Soriguer et al., 
2012), situó la prevalencia de la diabetes en España en torno al 13,8% de la población, 
un porcentaje ligeramente superior a los estudios realizados anteriormente en España. 





tiempo, los resultados del estudio también confirman la asociación entre diabetes, 
obesidad e hipertensión arterial y la importancia de la actividad física como método de 
prevención. 
1.2.3. Tratamiento de la diabetes 
La era de la insulinoterapia o terapia insulínica de la diabetes se inició en 1922, cuando 
los profesores Frederick Grant Banting, Charles Herbert Best, Jon James Richard 
Macleod y Jame Bertram Collip, trabajando en la universidad de Toronto, fueron 
capaces de aislar y purificar la insulina (Rosenfeld, 2002; Maclean, 1926), lo cual 
proporcionó a la ciencia médica uno de los más importantes medios de prolongar la vida 
humana y constituyó un hito en la historia del tratamiento de la fatal enfermedad. Por 
primera vez en la historia, el tratamiento impidió la cetoacidosis y muerte permitiendo a 
los pacientes con diabetes vivir durante décadas con la enfermedad. La capacidad de 
esta terapia de prevenir la muerte y proporcionar una vida casi normal a los pacientes 
parecía milagrosa y los muchos problemas asociadas al tratamiento insulínico eran 
preferibles a la alternativa de una muerte segura. Sin embargo, el conocimiento de estas 
complicaciones trajo consigo la necesidad de una terapia más sofisticada.  
Desde entonces, las preparaciones de insulina y las estrategias terapéuticas han ido 
desarrollándose inicialmente a expensas del origen de la insulina y posteriormente con 
la incorporación de sustancias que modificaban su absorción. Ya en la década de los 90 
surgieron entonces los análogos de la insulina, con una especial capacidad de cambio en 
su farmacocinética. Más adelante se introdujeron nuevas formas de liberación a la 
insulina inyectable con jeringuilla o pluma, como son las bombas de infusión continua y 
la insulina inhalada, todo esto apoyado por nuevos sistemas de monitorización de la 
glucosa. En la última década, el trasplante de islotes pancreáticos y la terapia celular con 
la obtención de células productoras de insulina a partir de células troncales 





avances en este campo. Todos estos elementos confirman el interminable camino en la 
búsqueda de terapias eficaces en el tratamiento de la diabetes, que podemos clasificar 
en los siguientes tipos: 
 Terapia insulínica y farmacológica: La terapia insuliníca o insulinoterapia se 
refiere al tratamiento mediante la administración de insulina biosintética 
exógena que se obtiene mediante técnicas de recombinación genética a partir de 
cultivos de bacterias o levaduras y cuyo objetivo esencial será prevenir o retrasar 
las complicaciones micro y macrovasculares asociadas a la diabetes. Los 
pacientes con diabetes tipo 1 dependen de la insulina exógena para su 
supervivencia y el manejo terapéutico actualmente se basa en un tratamiento 
convencional o intensivo (Simó y Hernández, 2002), según el seguimiento que se 
haga de la enfermedad. La insulina se puede administrar por vía subcutánea 
mediante jeringuillas, plumas o bombas de infusión. A diferencia de lo que ocurre 
en la diabetes tipo 1, que se basa universalmente en la combinación del 
tratamiento con insulina, dieta y ejercicio físico, el tratamiento de la diabetes tipo 
2 es muy variable en función de las características del paciente y del estadio 
evolutivo de la enfermedad. Los fármacos indicados en un paciente afecto de 
diabetes tipo 2 variarán desde la abstención de los mismos (tratamiento 
únicamente dietético y ejercicio físico), a la utilización de los diferentes tipos de 
fármacos orales o bien la administración de insulina, todos ellos solos o en 
diferentes combinaciones.  
 Trasplante de páncreas: El primer trasplante de páncreas fue realizado en la 
Universidad de Minnesota por William Kelly y Richard Lillehei en 1966 (Kelly 
et al., 1967), para tratar la diabetes tipo 1 en una mujer con insuficiencia renal 
terminal a la que se le trasplantó conjuntamente páncreas y riñón. El trasplante 
de páncreas tiene por finalidad mejorar la calidad de vida por encima de la 
conseguida con la insulinoterapia, de forma que el objetivo será establecer un 





interrumpir o revertir el desarrollo de las complicaciones secundarias de la 
diabetes, aunque más controvertido es su efecto sobre la evolución de dichas 
complicaciones. La necesidad de inmunosupresión hace que el trasplante de 
páncreas deba restringirse a los pacientes en los que las complicaciones de la 
diabetes son o pueden llegar a ser, más severas que los potenciales efectos 
indeseables de la medicación anti-rechazo. Otra complicación en los trasplantes 
de páncreas es que se coloca un órgano con múltiples funciones entre las que 
sólo interesa la función secretora de insulina, de modo que el resto de las 
funciones digestivas no interesan y en ocasiones pueden producir problemas. 
 Terapia Celular: Se trata de un procedimiento para sustituir o reparar la función 
de células o tejidos lesionados y consiste en trasplantar células individuales a un 
órgano receptor en cantidades suficientes para que sobrevivan y restauren la 
función normal. En el caso de la diabetes se lleva a cabo el trasplante de células 
productoras de insulina, que pueden ser obtenidas a partir de las siguientes 
fuentes celulares:  
o Islotes pancreáticos: La primera alternativa al trasplante de páncreas para 
curar la diabetes fue el trasplante de islotes pancreáticos que comienza a 
plantearse con vagos intentos sin gran éxito a finales del siglo XIX. No será 
hasta 1967 cuando se da el primer paso relevante a manos de Paul Lacy (Lacy 
y Kostianovsky, 1967), quien mediante el método de digestión pancreática 
con colagenasa, logra el aislamiento y posterior trasplante de un número 
suficiente de islotes pancreáticos en modelos animales diabéticos (Kemp 
et al., 1973; Scharp et al., 1975). Posteriormente, en 1988 Camillo Ricordi 
(Ricordi et al., 1988) introdujo un método semiautomatizado de aislamiento 
de islotes pancreáticos, facilitando la obtención de cantidades más 
adecuadas de los mismos. Estos avances permitieron en 1990 lograr por 
primera vez que un paciente con diabetes tipo 1 pudiera suspender el 





Sin embargo, la emoción del momento se vio frenada por la pronta 
reaparición de hiperglucemia en los pocos casos de trasplante exitoso. Esta 
situación se vio modificada radicalmente a finales del siglo XX, cuando 
utilizando un método de purificación de islotes pancreáticos mejorado por 
Lakey (Lakey et al., 1997) y gracias al conocimiento previo de todos los 
avances realizados hasta la fecha, se desarrolló en el año 2000 el Protocolo 
de Edmonton (Shapiro et al., 2000). Un protocolo llevado a cabo en 7 
pacientes diabéticos en los que se consiguió restablecer la independencia a 
insulina después de recibir islotes pancreáticos de varios donantes. Aunque 
los primeros resultados del Protocolo de Edmonton fueron muy alentadores, 
más tarde se vio que con las técnicas quirúrgicas actuales no se puede aislar y 
purificar un número significativo de material obtenido de pacientes vivos, por 
lo que los donantes debían ser cadáveres. Además, durante la preparación de 
las células a partir de los páncreas donantes se pierde mucha cantidad de 
material por lo que para trasplantar a un paciente receptor con un mínimo de 
islotes pancreáticos se requerían al menos 2 páncreas donantes. Por tanto, el 
trasplante de islotes pancreáticos resultó ser mucho más complejo y menos 
efectivo de lo esperado inicialmente, además de que vuelve a ser necesario el 
uso de medicamentos inmunosupresores o contra el rechazo al trasplante 
para mantener la función de los islotes pancreáticos trasplantados, por lo que 
tampoco solucionaban este problema.  
o Células troncales pluripotentes: La escasez de órganos por un lado y el 
hecho de que cada implante de islotes pancreáticos de otro páncreas 
aumenta las posibilidades de rechazo inmunológico, hace que este 
tratamiento se vea limitado a centros de alta experiencia y pacientes muy 
seleccionados. Asimismo, las drogas inmunosupresoras que deben 
administrarse pueden producir efectos no deseados en el organismo. Por 





pancreáticos no han dado una solución definitiva para el tratamiento de la 
diabetes. Como resultado de una enorme e incansable investigación 
científica en todo el mundo, el esfuerzo de numerosos especialistas de la 
materia y el empeño de gobiernos y autoridades de la salud, se están 
desarrollando una amplia variedad de alternativas terapéuticas para suplir 
los inconvenientes del tratamiento insulínico y el trasplante de páncreas o 
islotes pancreáticos. En este sentido, las células troncales tienen gran 
potencial como base para la terapia celular de enfermedades 
degenerativas, incluyendo la diabetes ya que pueden constituir una fuente 
alternativa de células productoras de insulina. Los primeros estudios se 
llevaron a cabo con trasplantes de células troncales en humanos mediante 
infusión intravenosa sin diferenciación previa in vitro. Uno de estos 
estudios, se realizó mediante el trasplante autólogo de células 
provenientes de la médula ósea. Se seleccionaron pacientes con menos de 
8 semanas desde el diagnóstico de la diabetes y se les administró, además, 
una terapia de inmunosupresión a altas dosis previamente a la infusión de 
las células (Couri y Voltarelli, 2008). Otro estudio utilizó células troncales 
procedentes del cordón umbilical seleccionando pacientes que hubiesen 
preservado la sangre de su cordón. En este trabajo, se trasplantaron niños 
de entre 3 a 7 años con diabetes  tipo 1 de reciente diagnóstico (Haller 
et al., 2009). Ninguno de estos estudios pudo demostrar que las células 
troncales logren suprimir totalmente el uso de insulina exógena, aunque 
se observó en algunos casos una disminución de la dosis diaria de insulina. 
Por lo que, la producción a gran escala de células productoras de insulina a 
partir de células troncales es una prometedora alternativa. Durante la 
última década, varios grupos han contribuido a generar protocolos de 
diferenciación que simulan el desarrollo del páncreas. Las células troncales 





diferenciarse en cualquier célula del cuerpo humano cuando se expone a 
las señales apropiadas de desarrollo (Thomson et al., 1998). Estas células 
por tanto, constituyen una prometedora fuente ilimitada de células 
diferenciadas para aplicaciones en modelo de enfermedades, screening de 
fármacos y terapia celular para las enfermedades degenerativas como la 
diabetes (Hmadcha et al., 2009; Berná et al., 2001; Soria et al., 2008; 
Roche et al., 2006).  
 
Cronología en los avances del tratamiento de la diabetes 
1889 Oskar Minkowski descubre la relación entre la diabetes y el páncreas.(Von Mering y Minkowski, 1889)  
1893 Primer intento fallido de trasplante de páncreas por Minkowski.(Minkowski, 1893) 
1963 Se aisló por primera vez la insulina humana cristalizada del páncreas de un cadáver.(Mirsky et al., 1963) 
1965 H. Zahn y Meienhofer sintetizaron la insulina humana.(Zahn et al., 1965) 
1966 Primer trasplante exitoso de páncreas en un ser humano.(Kelly et al., 1967) 
1970 John Pickup comenzó a usar la infusión de insulina continua subcutánea.(Pickup et al., 1978) 
1972 Se inician los experimentos con trasplantes de islotes pancreáticos.(Kemp et al., 1973; Scharp et al., 1975) 
1980 Insulina humana recombinante se utilizó por primera vez en ensayos clínicos.(Keen et al., 1980) 
1990 Primer trasplante de islotes pancreáticos sin revertir la independencia a la insulina. (Tzakis et al., 1990) 
2000 El Protocolo Edmonton logra trasplantes exitosos de islotes pancreáticos.(Shapiro et al., 2000)  
2014 Generación de células productoras de insulina a partir de CTEs humanas in vitro para trasplante 
en pacientes (ViaCyte).(Bruin et al., 2013) 
TABLA 2. Descripción cronológica de los principales avances en el tratamiento terapéutico de la 
diabetes. 
1.3. El Páncreas  
El páncreas es un órgano mixto que se localiza en la cavidad abdominal detrás del 
estómago y desempeña un papel esencial en el sistema digestivo y endocrino. Para 
entender la complejidad en la obtención de células productoras de insulina a partir de 
las CTEs en el laboratorio, debemos conocer en primer lugar la estructura anatómica 





distintos tipos de tejido (endocrino y exocrino), que se agrupan formando lóbulos 
macroscópicamente visibles y separados entre sí por septos de tejido conjuntivo que 
contienen vasos sanguíneos, linfáticos y nervios.  
En humanos, el páncreas es una glándula que se ubica en el abdomen adyacente al 
duodeno y rodeada por el estómago, el intestino delgado, el hígado, el bazo y la vesícula 
biliar. Aproximadamente un 80-85% del volumen pancreático está compuesto por la 
porción principal de tejido que es de naturaleza exocrina, un 10-15% corresponde a la 
matriz extracelular y los vasos, mientras que la porción endocrina constituye alrededor 
del 2% (Klein et al., 1996). Las células exocrinas del páncreas producen enzimas que 
ayudan a la digestión, mientras que las células endocrinas se encargan de producir 
hormonas o sustancias que circulan por el torrente sanguíneo para ejercer su acción en 
otra parte distinta del organismo: 
 Páncreas exocrino: La mayor parte del páncreas está compuesto por los acinos y 
el sistema ductal asociado. Las células acinares que producen enzimas digestivas, 
están dispuestas en racimo de uvas llamados acinos, localizándose en los 
extremos más pequeño del sistema de conductos de ramificación. Los conductos, 
los cuales añaden mucosa y bicarbonato a la mezcla de enzimas, forman una red 
de tamaño creciente, culminando en los conductos pancreáticos principales y 
accesorios que desembocan en el duodeno. 
 
 Páncreas endocrino: Integrados dentro del tejido acinar se localizan los islotes 
pancreáticos constituidos por diferentes tipos celulares, su función es secretar 
hormonas al torrente sanguíneo necesarias para el metabolismo de los 
nutrientes y mantener los niveles adecuados de glucosa que es la fuente de 






FIGURA 2. Una sección transversal del páncreas muestra los islotes de Langerhans, que es la unidad funcional del 
páncreas endocrino, constituido por diferentes grupos celulares como son las células beta pancreáticas, 
sintetizan y secretan insulina; células alfa, secretan glucagón, que aumenta la concentración de azúcar en la 
sangre; células delta, secretan la hormona inhibidora del crecimiento somatostatina, que inhibe la secreción de 
la insulina y el glucagón; células epsilon, secretan grelina y células PP, secretan el polipéptido pancreático, el 
cual influye en la secreción de enzimas intestinales y gástricas, inhibe los movimientos en el intestino y actúa 
como neurotransmisor. 
1.3.1. Desarrollo endodérmico: Origen del páncreas 
Una de las primeras decisiones en el destino celular realizada durante la embriogénesis 
de vertebrados es la separación de las 3 capas germinales clásicas: ectodermo, 





embrión para más tarde internalizarse, dará lugar al sistema respiratorio y digestivo, y 
sus órganos asociados, como son el hígado, páncreas, pulmones, intestino o estómago. 
Al endodermo embrionario se le atribuyen 2 funciones principales; la primera función es 
inducir la formación de varios órganos mesodérmicos como son el corazón, los vasos 
sanguíneos e incluso la capa germinativa mesodérmica; la segunda función del 
endodermo embrionario es construir el revestimiento de 2 tubos en el interior del 
cuerpo de los vertebrados, uno de ellos se forma como una evaginación del tubo 
digestivo que finalmente se bifurca, originando los pulmones y el otro que se extiende a 
lo largo de la longitud corporal origina el tubo digestivo y formará a partir de sus 
esbozos el hígado, vesícula biliar, páncreas y órganos accesorios que se desarrollan 
inmediatamente caudal al estómago. 
El páncreas se desarrolla a partir de la fusión de los primordios dorsal y ventral 
endodérmicos procedentes de la parte caudal del intestino anterior, los cuales se 
aproximan al crecer y finalmente se fusionan durante la rotación del estómago e 
intestino. El brote endodérmico dorsal formará la mayor parte del páncreas (cabeza, 
cuerpo y cola) y el brote ventral desarrollará la apófisis uncinada y parte duodenal de la 
cabeza del páncreas (Mastsumara y England, 1996).  
La formación del páncreas puede ser la otra cara de la formación del hígado, de forma 
que mientras las células del corazón promueven y la notocorda impide la formación del 
hígado, la notocorda puede promover activamente la formación del páncreas y el 
corazón bloquearla. Durante la formación del endodermo se ha postulado la hipótesis 
de que la expresión de PDX1 le otorga a una región particular del tubo digestivo la 
capacidad para llegar a ser páncreas o hígado (Song et al., 1999) como se observa en la 
Figura 3A. Por tanto, un grupo de condiciones como son la presencia de notocorda y 
ausencia de corazón, lleva a la formación de páncreas (Kim et al., 1997). La notocorda 
activa el desarrollo del páncreas al reprimir la expresión de la vía de señalización Sonic 





endodermo del tubo digestivo, excepto en la región que formará el páncreas. La 
notocorda en esta región del embrión secreta activina y el factor de crecimiento 
fibroblástico básico (bFGF), que son capaces de regular la expresión de la vía de 
señalización Shh en el endodermo. El desarrollo pancreático es iniciado en aquellas 
localizaciones donde el endodermo del intestino anterior contacta al endotelio de los 
vasos sanguíneos principales. Por tanto, la asociación de tejidos pancreáticos con vasos 
sanguíneos es crítica en la formación de células endocrinas y exocrinas del páncreas 
como observamos en la siguiente Figura 3B.  
 
FIGURA 3. A) Se observa el inicio del desarrollo pancreático como dos evaginaciones, dorsal y 
ventral, formándose sobre la futura región duodenal del intestino primitivo. El PDX1 (verde) es 
expresado dorsal y ventralmente, mientras que su expresión es baja en el tubo primitivo del 
intestino, que se extiende hasta el estómago posterior. Las células productoras de glucagón (rojo) 
comienzan a formarse en la raíz dorsal, células similares durante las siguientes horas también 
empiezan a diferenciarse en la raíz ventral. La diferenciación endocrina en las regiones adyacentes 
(estómago e intestino) no se inicia hasta aproximadamente 5 días más tarde (Madsen et al., 2001). 
B) Islotes pancreáticos (rojo) y vasos sanguíneos (verde), que muestran como la revascularización 
induce una fuerte proliferación de células de los islotes pancreáticos (Joana Almaça et al., 2014). 
Barra de escala =97,63 µm. 
1.3.2. Patrones de expresión génica que regulan el 
desarrollo del páncreas 
Los factores de transcripción constituyen una clase de proteínas capaces de regular la 





Múltiples factores de transcripción intervienen en el desarrollo pancreático y 
constituyen una compleja e intrincada red reguladora que han sido resumidos en la 
Figura 4A. Una vez se ha establecido el endodermo, varios factores de transcripción son 
esenciales para el establecimiento y proliferación de las células progenitoras 
pancreáticas que incluye varios genes tipo HNF como son HNF1β (TCF2), HNF1α (TCF1), 
HNF4, HNF6 (OC-2) o HNF3β (FOXA2) (Bort et al., 2004; Grapin-Botton et al., 2001; 
Jacquemin et al., 2003; Haumaitre et al., 2005; Dufort et al., 1998; Poll et al., 2006; Yang 
et al., 2016), este último es un gen regulador clave en el desarrollo endodérmico y 
participa en la expresión génica específica en  pulmón, hígado y páncreas adultos (Gao 
et al., 2008; Lee et al., 2002). Estos factores parece que cooperan con un regulador clave 
del desarrollo pancreático como es PDX1, requerido para la formación del páncreas, su 
expresión comienza en células epiteliales de la región dorsal y ventral pancreática, 
presentando una clara heterogeneidad de forma que reduce su expresión gradualmente 
con la diferenciación exocrina y está implicado en varios aspectos de la función de 
células beta pancreáticas adultas (Jennings et al., 2013; Sherwood et al., 2009; Fujitani 
et al., 2006; Offield et al., 1996). Durante el desarrollo pancreático PDX1 provoca la 
formación del esbozo desde el epitelio del tubo digestivo; reprime la expresión de genes 
que son característicos de otras regiones del tubo digestivo (Teo et al., 2015); mantiene 
la represión de la vía de señalización Shh; inicia aunque no completa la diferenciación 
celular de los islotes pancreáticos y es necesario para la expresión de la insulina (Grapin-
Botton et al., 2001). En los embriones humanos, la robusta detección de PDX1 fue 
acompañada inicialmente por una débil expresión de SOX9 en el endodermo 
pancreático, necesario para el mantenimiento de poblaciones progenitoras 
multipotentes (Pan y Wright, 2011; Cano et al., 2014; Jennings et al., 2013), que 
también expresan SOX17 necesario para la formación del endodermo (Spence et al., 
2009) y factores Gata (GATA4 y GATA6) requeridos al menos parcialmente para una 





La determinación pancreática no es un estado permanente, tendrá lugar una 
especificación de compartimentos más especializados del endodermo donde las células 
adquieren su destino terminal especializado con el tiempo y su especialización implica 
una mayor participación de reguladores intrínsecos de la célula. Las primeras células 
endocrinas que aparecen en el páncreas son las células beta, seguidas del resto de tipos 
celulares de los islotes pancreáticos (Piper et al., 2004; Lyttle et al., 2008; Riedel et al., 
2012; Jennings et al., 2013). Coincidente con la pérdida de SOX9, el compromiso 
endocrino en las células epiteliales pancreáticas se inicia con la expresión de NEUROG3 
(Gradwohl et al., 2000; Lyttle et al., 2008; Jennings et al., 2013), que precede a la 
inducción de los factores de transcripción ISL1, NEUROD1, MAFA/B, NKX2.2, NKX6.1 y 
PAX6 implicados en la maduración celular endocrina (Jeon et al., 2009). Con el uso de un 
sistema inducible Cre-Lox para marcar las células de la progenie que expresan NEUROG3 
o PDX1 (Gu et al., 2002), se demostró que las células que están expresando NEUROG3 
son específicamente progenitoras de células de los islotes pancreáticos, mientras que 
las células que están expresando PDX1 dan origen a los 3 tipos de tejido pancreático 
(exocrino, endocrino y células ductales). Los factores de transcripción NKX6.1 y NKX2.2 
constituyen marcadores tempranos del epitelio pancreático. En los islotes pancreáticos 
maduros, la expresión de NKX6.1 está restringida a las células beta pancreáticas (Jensen 
et al., 1996), donde se ha sugerido que actúa como un represor transcripcional del 
glucagón (Gauthier et al., 2007; Schisler et al., 2005), mientras que NKX2.2 es un 
marcador de células alfa, beta y F o PP (Sussel et al., 1998). El factor ISL1 parece ser 
necesario para el desarrollo de páncreas en humanos y ratones (Du et al., 2009; May). 
En todos los tipos de células endocrinas de los islotes pancreáticos adultos se encuentra 
la expresión de NEUROD1 (Jeon et al., 2009; Jennings et al., 2013) y resulta esencial para 
la maduración de células beta pancreáticas (Gu et al., 2010). Otro factor como PAX6 
comienza a expresarse durante el desarrollo pancreático y se mantendrá en las células 
de islotes pancreáticos adultos (Lyttle et al., 2008) y parece intervenir en la 





2012). Por último, MAFA tiene una expresión relativamente tardía en el desarrollo (Dai 
et al., 2012), asociándose como un marcador de maduración crucial para la respuesta de 
células beta pancreáticas a la glucosa a través de la regulación de INS y GLUT2 (Hang y 
Stein, 2011). 
 
FIGURA 4. A) esquema de los factores de transcripción que definen los diferentes tipos celulares y 
estadios de diferenciación durante el desarrollo pancreático. B) Imágenes de fluorescencia 
representativas de las principales células endocrinas (células-β, células-α, células-δ y células-F o PP) 
de los islotes pancreáticos, con los núcleos identificados con DAPI.   
Las fases de desarrollo pancreático incluye la determinación de los dominios 
pancreáticos en el intestino anterior ventral y dorsal, la formación de los conductos y el 
crecimiento, seguido por la diferenciación de los linajes pancreáticos, donde la 
combinación de un conjunto de factores es determinante en la especificación del tejido 





altamente específico. La identificación de todos estos factores y determinar los tiempos 
adecuados de expresión, es clave para un mejor conocimiento del desarrollo 
pancreático que nos permitirá mejorar los procesos de obtención de células beta 
pancreáticas terapéuticas que puedan ser trasplantadas en pacientes diabéticos. 
1.4. Células troncales 
1.4.1. ¿Qué es una célula troncal? 
La biología de las células troncales es una de las áreas más importantes en la 
investigación biomédica actual. El primer concepto de terapia celular y medicina 
regenerativa surge ya en 1959, cuando el Profesor E. Donnall Thomas realiza el primer 
trasplante de médula ósea con éxito y es premiado con el Premio Nobel de Fisiología y 
Medicina. En aquellos años, nadie hablaba de células troncales y el Profesor E. Donnall 
Thomas solamente explicaba que tenía que haber algún tipo celular responsable de la 
regeneración hematopoyética en los pacientes afectados con leucemia que recibían 
dicho trasplante de médula ósea (Thomas et al., 1959). Además, la embriología y 
zoología ya había demostrado con anterioridad, si bien en especies inferiores como la 
salamandra o el ajolote, la existencia de una regeneración tisular.  
Según la definición aportada por Weissman en 2002 (Weissman, 2002) podemos definir 
a las células troncales como aquellas células que tienen la capacidad, no sólo de poder 
cultivase y reproducirse a sí mismas, sino también de generar células adultas de 
diferente progenie, es decir de diferentes tejidos. Las células troncales se definen de 
manera puramente funcional como unidades biológicas capaces de auto-renovarse de 
forma prolongada y de generar diferenciación a múltiples estirpes celulares (Weissman, 
2000). Por tanto, una célula troncal es aquella capaz de realizar divisiones asimétricas, a 
diferencia del resto de las células de un organismo que lo hacen exclusivamente de 
forma simétrica (autorrenovación). El poder realizar divisiones asimétricas, permite 





durante toda la vida del organismo e ir generando otras células “hijas” que son las 
responsables de construir y mantener las estructuras funcionales (Knoblich, 2008). 
Además, una célula troncal debe poseer una capacidad de multiplicación alta y potencial 
para generar varios linajes celulares (pluripotencia), la plasticidad o potencialidad de las 
células troncales es una característica que indica la variedad de tipos celulares que 
pueden generar. Parece cada vez más claro que alteraciones de este mecanismo básico 
de autorrenovación se encuentran implicadas tanto en fenómenos genuinamente 
fisiológicos como en el envejecimiento, cáncer y en muy diversas patologías humanas. 
 
FIGURA 5. Propiedades principales de las células troncales (autorrenovación y pluripotencia), 
representando la capacidad de las células para llevar a cabo un tipo de división asimétrica, que 
permite la transición hacia distintos tipos de células especializadas en un tejido concreto, mientras 
que se mantiene la población de células troncales al originarse también una célula idéntica a la 
progenitora. 
1.4.2. Clasificación de las células troncales  
Existen 2 grandes formas de clasificar las células troncales, en función de su 
potencialidad o de su origen como se representa en la Figura 6. La clasificación más 
común de las células troncales se fundamenta en la potencialidad que tienen para 
originar células de diferentes estirpes, lo cual está relacionado con el grado de 
diferenciación de las células troncales. Por tanto, a grandes rasgos y de manera relativa 
podemos definir diferentes tipos de células troncales en base a su descendente 





 Células troncales totipotentes: células capaces de crecer y formar un 
organismo completo. La célula troncal totipotente por excelencia es el cigoto, 
formado tras la fecundación de un óvulo por un espermatozoide. 
 Células troncales pluripotentes: células capaces de formar todas las células 
de los tejidos embrionarios, aunque no son capaces de originar un individuo 
completo. En las primeras etapas del desarrollo embrionario se forma el 
blastocito, formado por una gran cavidad interior y 2 tipos celulares como son 
la capa externa que dará lugar la placenta y las envolturas embrionarias 
(trofoblasto) y la masa celular interna (MCI) que formará todos los tejidos del 
organismo. Las células de la MCI del blastocisto son células pluripotentes, es 
decir que no pueden formar un organismo completo, pero puede formar 
cualquier tipo de célula proveniente de las 3 capas embrionarias (endodermo, 
mesodermo y ectodermo), así como del linaje germinal y/o saco vitelino. 
 Células troncales multipotentes: células más diferenciadas que sólo pueden 
dar tipos celulares de su propia capa o linaje embrionario de origen. Una vez 
desarrolladas se auto-renuevan durante toda la vida del individuo, a 
diferencia de las células troncales totipotentes y pluripotentes, que solo se 
encuentran durante la etapa embrionaria.  
 Células troncales unipotentes o específicas de tejido: células que sufren una 
restricción en la expresión de su genoma, desarrollando un mayor grado de 
diferenciación y producen tipos celulares característicos del tejido en el cual 
se encuentran. 
Desde un punto de vista ontogénico, las células troncales pueden obtenerse de 
diferentes tejidos, entre los que podemos destacar los siguientes: 
 Células troncales embrionarias (CTEs): Las CTEs sólo existen en las primeras fases 
del desarrollo embrionario y son capaces de producir cualquier tipo de célula en 





de dividirse y hacer copias de sí mismas indefinidamente. Los científicos están 
empezando a comprender cómo hacer que estas células se conviertan en 
cualquiera de los más de 200 tipos de células del cuerpo humano. Conforme 
avanza el desarrollo embrionario se forman diferentes poblaciones de células 
troncales con potencialidad para generar tejidos cada vez más restringida y que 
en la edad adulta se encuentran en "nichos" en algunos tejidos del organismo. 
 Células troncales adultas (CTAs): Las CTAs, no son exclusivas del embrión en 
desarrollo, sino que están presentes también en el tejido adulto, donde son 
importantes en la homeostasis del organismo. Las CTAs son más limitadas y 
especializadas que las CTEs, ya que pueden dar origen solo a las células propias 
de cada tejido u órgano (células troncales unipotenciales) o ser capaces de 
originar unos pocos tipos celulares (células troncales multipotenciales). Las 
células troncales adultas también tienen una capacidad más limitada para 
reemplazarse que las células troncales embrionarias. 
  
FIGURA 6. Representación esquemática de los tipos de células troncales , que en función del origen 
presentarán una potencialidad con diferente limitación. 
Las CTEs y CTAs presentan sus ventajas y desventajas con respecto a su potencial 





diferente capacidad en el número y tipo de células en las que pueden llegar a 
convertirse (diferenciación). Las CTEs pueden originar cualquiera de los tipos celulares 
del organismo ya que son pluripotentes, mientras que las CTAs tienen un potencial más 
limitado. Por otro lado, las CTEs pueden ser obtenidas y crecidas relativamente fácil en 
cultivo en estado no diferenciado durante periodos prolongados sin perder su capacidad 
para diferenciarse, mientras que las CTAs son escasas en los tejidos maduros, por lo que 
el aislamiento de estas células de un tejido adulto constituye un reto y los métodos para 
ampliar su número en cultivo celular y mantener en estado no diferenciado aún no se 
han resuelto eficientemente (Hmadcha et al., 2009). Esto constituye una importante 
distinción, ya que se necesitan grandes cantidades de células con un amplio potencial 
para las terapias de reemplazo de células troncales. Por todo ello, numerosos estudios 
se enfocan en la utilización de las CTEs, cuyas características serán detalladas en 
profundidad a continuación. 
1.4.3. Células Troncales Embrionarias (CTEs) 
Durante los primeros días de desarrollo, inicialmente las células troncales totipotentes 
restringen su potencial para dar lugar a los primeros linajes. Mientras en especies no 
mamíferas las primeras decisiones del linaje pueden implicar especificación de los ejes 
principales del cuerpo, los mamíferos tienen un diferente conjunto de prioridades. La 
discriminación entre tejido fetal y extra-embrionario comprende las 2 primeras 
decisiones del linaje y precede al establecimiento de las capas embrionarias 
(ectodermo, mesodermo y endodermo) y la línea germinal durante varios días. Esta 
única estrategia de desarrollo en mamíferos implica tipos celulares únicos que pueden 
aislarse y expandirse en cultivo como líneas de células tróncales estables. Las CTEs 
poseen la capacidad de dividirse durante largos periodos y retener la capacidad de 
originar cualquier tipo celular dentro del organismo. Estas células son de origen 





sido fertilizados in vitro y donados para propósitos de investigación previo 
consentimiento informado de los donantes. 
Los embriones que proporcionan las CTEs normalmente tienen 4 o 5 días, después de la 
fecundación el cigoto se origina la mórula, cuyas células se denominan blastómeros y 
forman una esfera a partir de la cual se constituye el blastocisto en el que podemos 
distinguir; una masa celular interna (MCI) que formará el embrión, otra masa celular 
externa circundante (trofoblasto) que formará la placenta y en el interior de la mórula 
se acumulara líquido formándose una cavidad hueca (blastocele).  
 
FIGURA 7. Representación esquemática de la derivación de células troncales embrionarias (CTEs), 
donde las células troncales se aíslan de la MCI y se cultivan en las condiciones apropiadas, de forma 
que son capaces de proliferar continuamente y constituir líneas celulares de células troncales 
embrionarias (CTEs). 
La derivación para obtener las CTEs, tiene lugar mediante el aislamiento y cultivo celular 





cultivo, de forma que en un ambiente con la humedad y temperatura adecuadas las 
células se dividen y crecen sobre la superficie de la placa. Durante varios días las células 
de la MCI proliferan y cubren la placa de cultivo, después se transfieren a una nueva 
placa de cultivo, este proceso se repite varias veces, lo que se denomina sub-cultivo 
(pase celular) y después de al menos 6 meses el conjunto original de células de la MCI 
dará lugar a millones de CTEs. Dado que estas células han proliferado en cultivo celular 
durante 6 o más meses sin diferenciarse constituyen células troncales pluripotentes que 
además, una vez sometidas a una caracterización celular y molecular específica, y 
demostrado ser genéticamente estables constituyen una línea celular de CTEs útil para 
experimentación. 
1.5. Regulación transcripcional de las CTEs 
Las CTEs son células pluripotentes capaces de diferenciarse hacia cualquier tipo celular 
del cuerpo. La pluripotencia de las CTEs ha generado una gran repercusión por su 
posible uso en terapia celular y tisular. Sin embargo, los mecanismos moleculares que 
controlan la pluripotencia y la diferenciación de las CTEs son en gran parte 
desconocidos, encontrándose la pluripotencia de las CTEs humanas regulada por una 
combinación de factores intrínsecos y extrínsecos.  
El desarrollo multicelular de los organismos está marcado por un intrincado y complejo 
proceso de diferenciación celular en el cual las células gradualmente pierden su 
plasticidad de desarrollo para adquirir funciones especializadas. A pesar de que 
presentan idéntico conjunto de material genético, las células de cada organismo 
individual exhiben claras distinciones en su morfología y funciones celulares. Tales 
diferencias en la especialización celular revelan la distinta y dinámica regulación de la 
información albergada en el ácido desoxirribonucleico (DNA) genómico. Esta expresión 
controlada de genes está regulada por los factores de transcripción moduladores del 





(Lander et al., 2001) constituida por proteínas de unión a DNA que se unen a elemento 
reguladores tales como potenciadores, silenciadores o promotores de los genes.  
Además de la participación con interacciones directas con el DNA, los factores de 
transcripción también reclutan otros moduladores de la transcripción al genoma, como 
son los modificadores epigenéticos que añaden una nueva dimensión de complejidad a 
la regulación transcripcional. 
1.5.1. Controles intrínsecos 
En el mantenimiento del estado no diferenciado de las CTEs es esencial la acción de los 
factores de transcripción algunos de los cuales son específicos de las CTEs. Estos 
factores intrínsecos que regulan la pluripotencia de las CTEs incluyen una batería de 
factores de transcripción que no actúan necesariamente en genes dianas, sino que 
pueden funcionar junto con otros factores de transcripción para mediar la regulación 
génica como ocurre con la asociación transcripcional entre OCT4 y SOX2. La intrincada 
interacción y asociación de los factores de transcripción y su unión a diversos genes 
diana establece una compleja red transcripcional que apoya y mantiene la identidad de 
las CTEs. En el corazón de esta red transcripcional, el trio de factores de transcripción 
OCT4, SOX2 y NANOG (Biswas y Hutchins, 2007; Darr y Benvenisty, 2006) constituyen el 
núcleo transcripcional que preserva la autorrenovación y pluripotencia de las CTEs: 
 OCT4: Expresado a partir del gen POU5F1, es un factor clave en las CTEs cuya 
expresión es alterada en la diferenciación. Se trata de un factor de transcripción 
homeodominio de la familia de proteínas POU, encuadrado dentro de la clase de 
factores de transcripción octaméricos que se unen a secuencias de 8 pares de 
bases (pb) de DNA. El primer evento de diferenciación ocurre cuando las células 
de la capa externa de la mórula se diferencian hacia trofoectodermo formando 
un blastocisto. El trofoectodermo formará luego la placenta, mientras que las 





células del adulto. Es crucial que las CTEs mantengan un nivel apropiado de OCT4 
para mantener la pluripotencia. Cuando la expresión de OCT4 se incrementa o 
disminuye en un 50% de los niveles de expresión normal, las CTEs son inducidas a 
diferenciarse (Niwa et al., 2000).  
 SOX2: Se trata de un miembro de la familia de factores de transcripción SOX 
relacionado con la región SRY (Región determinante del sexo Y) que posee un 
dominio de unión a DNA conocido como grupo de alta movilidad (HMG). Este 
factor parece preservar la estabilidad de las CTEs mediante el mantenimiento de 
la expresión de OCT4 a niveles apropiados (Masui et al., 2007). A parte de ser una 
diana transcripcional de SOX2, OCT4 puede formar heterodímeros con SOX2 en 
los cuales ambos factores de transcripción sinérgica y cooperativamente unen 
elementos que regulan varios genes específicos de las CTEs (Rodda et al., 2005; 
Kuroda et al., 2005; Ambrosetti et al., 2000, 1997; Botquin et al., 1998; Nishimoto 
et al., 1999; Yuan et al., 1995) incluyéndose a los de ellos mismos (Chew et al., 
2005; Okumura-Nakanishi et al., 2005; Maruyama et al., 2005).  
 NANOG: es un factor que funciona como un dímero (homeodominio) y su 
dimerización es importante para su función en la preservación de la 
autorrenovación y la pluripotencialidad de las CTEs (Mullin et al., 2008). Además, 
la dimerización de NANOG es vital para su interacción con otras proteínas 
relacionadas con la pluripotencia. Se expresa específicamente en células de la 
MCI y PGCs, donde de forma similar a OCT4 disminuye su expresión durante la 
diferenciación de las CTEs, por tanto ambos factores son críticos para asegurar la 
pluripotencia (Ivanova et al., 2006; Loh et al., 2006). Se ha visto que NANOG 
juega un importante rol con otros factores relacionados con la pluripotencia que 
son importantes para mediar en un estado fundamental pluripotente de las CTEs 
(Silva et al., 2009). Por tanto, es esencial para el establecimiento de la 
pluripotencia pero dispensable para el mantenimiento de la autorrenovación y la 





 Otros: Además de OCT4, SOX2 y NANOG, otros factores de transcripción 
contribuyen al apoyo de la autorrenovación y la pluripotencia en las CTEs. Como 
REX1 y el factor Krüppel-like (KLF), que son factores de transcripción con 
dominios de dedos de zinc, implicado; el primero en la regulación del estado 
pluripotente, aunque el mecanismo por el cual es regulado no está claro, parece 
ser que está bajo control de una red de factores de transcripción, entre los que se 
encuentran implicados OCT4, NANOG y SOX2 que intervienen en la regulación de 
su expresión (Shi et al., 2006; Dambrot et al., 2011; Son et al., 2013); y el segundo 
con un rol definido en el mantenimiento de la autorrenovación de las CTEs (Jiang 
et al., 2008). Se han identificado otros 2 factores de transcripción, TBX3 y ESRRB 
que son importantes también para preservar la autorrenovación de las CTEs 
(Nichols y Smith, 2012; Rao y Orkin, 2006). El factor c-MYC fue el primer factor 
descubierto en 1979 y está activado en un 30-50% de los tumores humanos 
(Nesbit et al., 1999). Este factor es una proteína con dominio B-HLH-LZ (región 
básica-hélice lazo hélice-cremallera de leucina) que le sirve para formar un 
heterodímero con la proteína MAX, constituyendo la forma transcripcionalmente 
activa que se une a una región de 6 bases denominada Secuencia E (E box) 
presente en muchos genes, encontrándose unido al promotor del 10% de los 
genes de diferentes especies, lo que supone cerca de 3000 genes en el genoma 
humano (Orian et al., 2003; Zeller et al., 2006; Dang et al., 2006). Esto incluye 
también las CTEs, en las que se evidencia que c-MYC tiene un perfil diferente al 
de NANOG, SOX2 y KLF4 (Kim et al., 2008). Además regula la expresión de varios 
miRNAs (Dews et al., 2006; O’Donnell et al., 2005). En general c-MYC tiene 
numeroso efectos biológicos, siendo esencial para el mantenimiento de la 
pluripotencia y autorrenovación en las CTEs (Varlakhanova et al., 2010). Por otro 
lado, LIN28 que no se trata de un factor de transcripción, sino que es una 
proteína con un dominio de unión al ácido ribonucleico (RNA), que actúa como 





de los pre-miRNAs. Cada miRNA en el genoma humano es capaz de silenciar un 
conjunto de genes diana, existiendo entre ellos genes importantes para el 
desarrollo y la diferenciación (Kedde y Agami, 2008), de forma que LIN28 puede 
revertir el efecto diferenciador de los miRNAs, regulando la transición entre un 
estado pluripotente y el compromiso a un linaje celular determinado (Tsialikas y 
Romer-Seibert, 2015).  
1.5.2. Controles extrínsecos 
A diferencia de las CTEs murinas, un factor extrínseco como es el LIF no es suficiente 
para mantener la pluripotencia en las CTEs humanas, donde la señalización FGF y el 
balance entre TGF-β (Factor de crecimiento transformante beta), activina y señalización 
BMP (Proteínas morfogénicas ósea) son esenciales para la autorrenovación de las CTEs 
humanas.  
La superfamilia de ligandos TGF-β, la cual contiene unos 40 ligandos en el genoma 
humano, juega el mayor papel en el mantenimiento de la autorrenovación de las CTEs 
humanas. A través de la vía de señalización TGF-β/Activina/Nodal, la cual implica la 
activación de la proteína SMAD2/3 a través de receptores Tipo I ALK4/5/7 (Quinasa 
similar al receptor de activina 4/5/7). La activación de la rama TGF-β/Activina/Nodal a 
través de SMAD2/3 está asociada con la pluripotencia y es requerida para el 
mantenimiento del estado no diferenciado en las CTEs humanas.  
En contraste a la señalización TGF-β/Activina/Nodal, la cual promueve el mantenimiento 
de las CTEs humanas pluripotentes, la vía de señalización BMP es incapaz de soportar la 
autorrenovación y está asociada con la diferenciación hacia trofoblasto o endodermo 
extraembrionario. En las CTEs humanas, la proteína morfogénica ósea 4 (BMP4) induce 
la diferenciación hacia mesodermo y ectodermo, mientras que la proteína morfogénica 
ósea 2 (BMP2) promueve la diferenciación hacia endodermo extraembrionario. La 





bFGF apoya la autorrenovación a largo plazo. El bFGF es conocido como el mejor factor 
promotor de la autorrenovación en las CTEs humanas, mediante la activación de la ruta 
PI3K/Akt. Una vez activada se promueve la proliferación, supervivencia, crecimiento y 
motilidad celular y está implicada también en la tumorogenicidad. Además, la activación 
de PI3K/Akt dependiente del bFGF es requerida para la eficiente expresión de proteínas 
de la matriz extracelular (MEC) (Xiao et al., 2006; Conley et al., 2007; Wang et al., 2005; 
Xu et al., 2005). 
Las proteínas WNTs constituidas por un grupo de proteínas que forman parte del grupo 
de moléculas de señalización para procesos biológicos y del desarrollo, desempeñan un 
importante papel en el control del mantenimiento de las CTEs. La vía de señalización 
WNT es conocida por estar implicada en la regulación de la proliferación de las células 
troncales. Los componentes de la vía de señalización WNT están presentes en las CTEs, 
aunque los niveles de los diferentes receptores variaran entre poblaciones de células no 
diferenciadas y diferenciadas. Esta vía se cree que es capaz de estimular tanto la 
proliferación de las CTEs humanas como la diferenciación (Xiao et al., 2006; Miyabayashi 
et al., 2007; Davidson et al., 2007). 
Un lisofosfolípido bioactivo, la Esfingosina-1-fosfato (S1P) también mantiene la 
autorrenovación de las CTEs humanas. La S1P ha sido implicada en diversos procesos 
biológicos, que incluyen crecimiento celular, diferenciación, migración y apoptosis en 
muchos tipos celulares distintos. Debido a que la prevención de la apoptosis es un 
mecanismo de autorrenovación común, S1P potencialmente ayuda al proceso de 
autorrenovación en las CTEs humanas. El factor de crecimiento derivado de plaquetas 
(PDFG) ha sido implicado también en la prevención de la apoptosis. La combinación del 
PDFG extracelular y S1P mantiene la autorrenovación de las CTEs humanas (Chase y 





1.6. Diferenciación de las CTEs hacia células productoras de 
insulina 
Las CTEs exhiben como acabamos de exponer, una serie de vías de señalización 
implicadas en la autorrenovación y pluripotencia que son interdependientes y muestran 
una serie de mecanismos relacionados. Descifrar estas vías es esencial para la 
generación de metodologías mejoradas para el mantenimiento y la proliferación de las 
CTEs pluripotentes in vitro, que junto con la comprensión de los factores exógenos y 
endógenos que controlan la autorrenovación y la diferenciación, facilitará el uso de 
estas células en terapias basadas en células y permitirá la comprensión de los procesos 
tempranos del desarrollo. Diversos factores están involucrados tanto en el 
mantenimiento del estado no diferenciado como en la diferenciación de las células 
troncales, incluyendo la estructura celular, factores de crecimiento, interacciones 
celulares, el estado nutricional, la rigidez y composición de la matriz, la tensión 
mecánica, la adhesión célula-matriz y el microambiente o nicho celular (anoxia, hipoxia 
y normoxia; temperatura; humedad) como se observa en la Figura 8. 
 
FIGURA 8. Las CTEs aisladas de la MCI del blastocisto pueden mantenerse en estado no diferenciado o 
diferenciarse in vitro en diversos tipos celulares específicos, mediante el control ejercido por varios factores 





1.6.1. Diferenciación espontánea 
Las células troncales residen dentro de microambientes especializados que constituyen 
el nicho celular, el cual modula la proliferación y diferenciación, la prevalencia simétrica 
frente a la división asimétrica y las protege del estrés fisiológico. Durante el desarrollo 
embrionario, un complejo conjunto de señales regula estos procesos fisiológicos en las 
células troncales pluripotentes, dirigiéndolas hacia un compromiso con determinados 
fenotipos celulares. Estas señales constituyen una red reguladora transcripcional muy 
controlada que mantiene las células con capacidad de autorrenovación y pluripotencia, 
de cuyo equilibrio depende la posibilidad de diferenciarse hacia tipos celulares 
especializados. Así, mientras las CTEs proliferan en cultivo bajo las condiciones 
apropiadas se mantendrán en estado no diferenciado, pero cuando se permite la salida 
de este estado las células tienden a agruparse formando cuerpos embrionarios (EBs), 
que corresponden a estructuras tridimensionales muy semejantes a los embriones en 
los primeros estadios de desarrollo y se desencadena una modificación de la red 
reguladora que inicia un proceso de diferenciación espontáneo y pueden constituir 
diversos tipos celulares. Aunque la diferenciación espontánea es una buena indicación 
de que el cultivo de las CTEs es adecuado, se trata de un proceso no dirigido y por tanto 
una ineficiente estrategia para producir cultivos celulares específicos con fines 
terapéuticos, de modo que una de las principales dificultades de la terapia celular radica 
en el control de su diferenciación hacia las células o tejidos deseados. 
1.6.2. Diferenciación dirigida 
En los últimos años, han sido identificados un gran número de factores de crecimiento 
que en función de su actividad biológica son capaces de diferenciar las CTEs 
selectivamente hacia linajes mesodérmico, endodérmico o ectodérmico (Schuldiner 
et al., 2000), concluyendo que tales moléculas pueden desempeñar papeles importantes 
durante la embriogénesis y se pueden utilizar para dirigir o apoyar la diferenciación de 





esencial para controlar la diferenciación de las células troncales y dirigir de forma fiable 
la diferenciación de las CTEs hacia tipos celulares específicos, ofreciendo la posibilidad 
de una fuente renovable de células y tejidos de reemplazo para un posible tratamiento 
de enfermedades, incluyendo por ejemplo la diabetes, degeneración macular, artritis o 
cardiopatías. 
En la obtención de células productoras de insulina se pueden distinguir las siguientes 
etapas fundamentales: especificación, diferenciación y maduración. Las CTEs se 
diferencian en células productoras de insulina a través de las siguientes etapas: la 
especificación del endodermo definitivo y tejido pancreático a partir del tubo primitivo 
del intestino y del intestino anterior del páncreas; la diferenciación de progenitores 
pancreáticos y el desarrollo de las células productoras de insulina maduras 
caracterizadas por la expresión de determinados factores de transcripción. Las vías de 
transducción de señales implicadas en la obtención de células productoras de insulina a 
partir de las CTEs han sido ampliamente estudiadas en las últimas décadas. Una 
comprensión completa del desarrollo pancreático viene determinada por el 
conocimiento de todas las señales extracelulares en las diferentes etapas y también por 
los mecanismos moleculares fundamentales de cada molécula y factor que activan una 
respectiva señal para dar lugar a la diferenciación de las CTEs. La atención se ha 
centrado en gran medida en la identificación de las redes fundamentales de moléculas y 
vías de señalización en el desarrollo de las células productoras de insulina.  
Los protocolos de diferenciación utilizados hasta la fecha pretenden simular los eventos 
que tienen lugar durante el desarrollo del páncreas y la diferenciación de los islotes 
pancreáticos. Esto requiere un amplio conocimiento de las vías de señalización 
implicadas, para la inclusión de moléculas de señalización en el medio de cultivo que 
simulen a los factores de crecimiento secretados. Actualmente, se han identificado 
varias moléculas que actúan como señales extracelulares para el correcto desarrollo del 





señales de los tejidos adyacentes. Al inicio del desarrollo pancreático, las señales de la 
superfamilia TGF-β de activinas juegan un papel primordial. La presencia de activina y la 
alta señalización nodal en esta etapa son suprimidas por una regulación negativa de la 
vía de señalización PI3K para activar la pluripotencia de las CTEs (McLean et al., 2007). 
La vía de señalización PI3k activada utiliza fosfatidilinositol mono-, bi- o tri-fosfato para 
activar a la proteína quinasa B (PKB o AKT) y la GSK3β. La inhibición de PI3K y AKT, junto 
con una alta señalización nodal inducen la diferenciación de las CTEs hacia el 
endodermo definitivo (Hori et al., 2002; Vallier et al., 2009; Chen et al., 2006). La 
activina A ha demostrado desempeñar un papel fundamental en la migración de los 
islotes pancreáticos y la regulación de la diferenciación celular endocrina y exocrina 
durante la formación inicial del páncreas (Moriya et al., 2000; Maldonado et al.; Kim 
et al., 2000; Shiozaki et al., 1999; Zhang et al., 2002; Furukawa et al., 1995). La vía de 
señalización Wnt es otra vía importante en el desarrollo pancreático, principalmente en 
la polaridad celular, la migración y la proliferación. Si esta vía promueve la 
autorrenovación o la diferenciación de las células troncales durante la diferenciación y 
organogénesis es objeto de controversia. Aproximadamente se han identificado 20 
moléculas diferentes de la familia Wnt, entre ellas algunas interaccionan con el receptor 
Frizzled (FRZ) y activan una proteína llamada DVL para bloquear a la GSK3β, la cual 
fosforila a la CTNNB. Por tanto, la CTNNB defosforilada se acumula en el citoplasma 
formando un complejo con el factor TCF7L2 en el núcleo (Liu y Habener, 2010). Este 
complejo es importante para el desarrollo del páncreas y la secreción de insulina. La vía 
de señalización Wnt es más importante durante las etapas iniciales que en las etapas 
tardías de la diferenciación de las CTEs. Se ha visto que OCT4 reprime la vía de 
señalización Wnt durante el proceso de autorrenovación y la señalización de CTNNB fue 
observada solo con OCT4 bloqueado. Por consiguiente, se llegó a la conclusión de que la 
vía de señalización Wnt funciona principalmente en la diferenciación, pero no en la 
autorrenovación de las CTEs y además, se ha observado que la activación de la 





proliferación de las CTEs (Davidson et al., 2012). En conjunto estas observaciones, han 
desembocado en varios estudios que sugieren la combinación de Wnt3a y activina A 
para promover la diferenciación de las CTEs hacía el endodermo definitivo (Kroon et al., 
2008; Johannesson et al., 2009; Mfopou et al., 2010; D’Amour et al., 2006). Otra ruta 
destacada en el desarrollo pancreático es la vía de señalización BMP, que actúa como un 
inhibidor en las etapas tempranas del desarrollo del endodermo, mientras que se 
requiere en la última parte de la formación de células progenitoras de pancreáticas (Cai 
et al., 2010; Zhang et al., 2009; Vallier et al., 2009), esta vía de señalización es 
controlada por la proteína nogina (Jiang et al., 2007a; Kroon et al., 2008). Por otro lado, 
la inhibición de la vía de señalización Shh en las células humanas y murinas promueve la 
formación del linaje pancreático (Kawaguchi et al., 2002; Kim y Melton, 1998; Hebrok et 
al., 2000; Lau y Hebrok, 2010). En las primeras etapas, durante la formación del 
mesendodermo y el endodermo definitivo, la activina A y el bFGF se usan para inhibir la 
vía de señalización Shh (Jiang et al., 2007a; D’Amour et al., 2006). Así como, el bFGF y la 
ciclopamina se utilizan posteriormente en la expansión de progenitores pancreáticos 
(D’Amour et al., 2006). 
1.6.3. Protocolos de diferenciación 
Los primeros estudios para la obtención de células productoras de insulina a partir de 
las CTEs murinas (Shiroi et al., 2002; Soria et al., 2001, 2000) y humanas (Assady et al., 
2001; Lumelsky et al., 2001), indicaron que se pueden obtener in vitro a partir de células 
pluripotentes espontáneamente diferenciadas. Esta diferenciación espontánea tenía un 
rendimiento muy bajo, insuficiente para una aplicación clínica. Durante la última década 
muchos grupos han contribuido a generar protocolos de diferenciación que simulan 
desarrollo del páncreas (Van Hoof et al., 2009). A partir de los estudios iniciales sobre la 
formación del endodermo definitivo, varios protocolos han sido publicados para la 
generación de células productoras de insulina, simulando el amplio conocimiento 





Rezania et al., 2012; Chen et al., 2009; Kroon et al., 2008; D’Amour et al., 2006). Se 
obtuvieron grandes poblaciones de células que expresan factores de transcripción 
presentes en endodermo pancreático, incluyendo PDX1 y NEUROG3. Sin embargo, un 
gran porcentaje de las células eran poli-hormonales, al expresar simultáneamente 
somatostatina, glucagón y/o insulina (Bruin et al., 2014). La expresión de múltiples 
marcadores hormonales dentro de una sola célula y la mala respuesta a la glucosa en 
cuanto a la liberación de insulina, sugirió que los protocolos requieren nuevas mejoras. 
En base al protocolo de diferenciación de D’Amour et al., una compañía de 
biotecnología en San Diego (ViaCyte), intervino de forma importante en el desarrollo de 
protocolos para generar células productoras de insulina a partir de células troncales con 
respuesta a estímulos de glucosa, mediante el trasplante de células progenitoras 
pancreáticas encapsuladas en ratones donde posteriormente maduran hasta 
convertirse en células beta pancreáticas funcionales in vivo capaces de proteger contra 
la hiperglucemia inducida por estreptozotocina (STZ) (Kroon et al., 2008). En un trabajo 
más reciente, las células progenitoras pancreáticas se diferenciaron en células 
productoras de insulina con un alto porcentaje (≈80%) de células endocrinas, de las 
cuales la mitad expresaron insulina (Agulnick et al., 2015). Recientemente, se han 
publicado otros protocolos mejorados para la generación de células productoras de 
insulina sensibles a glucosa (Pagliuca et al., 2014; Russ et al., 2015; Pezzolla et al., 2015; 
Rezania et al., 2014). En todos ellos, las células se cultivan en suspensión para simular 
mejor las condiciones del crecimiento in vivo y la diferenciación. Existe una considerable 
variación entre los protocolos para la formación del endodermo definitivo y 
progenitores pancreáticos, aunque las condiciones de cultivo para conducir las células a 
partir de precursores pancreáticos endocrinos a células productoras de insulina 
inmaduras y finalmente a madurar son muy similares. 
Sin embargo, existe una serie de retos que deben ser superados antes de llegar a una 
terapia basada en células productoras de insulina para el tratamiento de la diabetes. 





productoras de insulina in vitro, ya que las células diferenciadas secretan generalmente 
muy bajo nivel de insulina, expresan varias hormonas y muestran una respuesta 
insuficiente a la estimulación de glucosa. Otro reto es la supervivencia a largo plazo de 
los implantes de células productoras de insulina, ya que el trasplante de células extra-
pancreáticamente podrían sufrir una dediferenciación o incluso cambiar a otros tipos 
celulares. Además, las CTEs murinas y humanas son diferentes en muchos aspectos, de 
forma que trasladar la investigación de animales a humanos requiere extremar las 
precauciones. Si bien hasta el momento existen fuertes evidencias que confirman que 
las células productoras de insulina generadas pueden reducir la hiperglucemia en 
roedores, la capacidad de estas células para el tratamiento de los pacientes diabéticos 
no ha sido comprobada y la generación de células a gran escala para la aplicación clínica 
constituye otro obstáculo, aunque los recientes avances hacen indicar que la meta está 
cada vez más próxima. Por otra parte, persiste la incógnita de cuál podría ser la reacción 
del sistema inmune del huésped frente a las células productoras de insulina obtenidas, 
ya que similar a la situación del trasplante de islotes pancreáticos, las células troncales 
trasplantadas también enfrentan el problema del rechazo inmunológico, de modo que 
el reto para una terapia basada en células con éxito en el tratamiento de la diabetes no 
es sólo la obtención de células productoras de insulina funcionales, sino también el 
bloqueo de la respuesta autoinmune. Por ello, muchos de los esfuerzos de la 
investigación actual se basan en técnicas que mejoren el implante de las células 
trasplantadas y evitar cualquier tipo de rechazo por el sistema inmunológico. En este 
sentido, una de las estrategias perseguidas ha consistido en utilizar una gran variedad 
de moléculas inmunosupresoras, ya sea aisladas o combinadas, para proteger a las 
células obtenidas de las CTEs del rechazo inmunológico, como podría ser la combinación 
del CTLA4-Ig, un fármaco aprobado por la Agencia de alimentos y medicamentos 
norteamericana (FDA), para el tratamiento de la artritis reumatoide que suprime las 
células T responsables del rechazo inmune y una proteína llamada PD-L1 que se sabe 





permitido sobrevivir a las células alogénicas en ratones humanizados, los cuales se 
caracterizan por expresar un sistema inmunológico equivalente al humano, sin provocar 
el rechazo inmune (Rong et al., 2014). Otra estrategia reciente que se ha perseguido 
activamente como un medio de afrontar el ataque autoinmune, consiste en la 
encapsulación celular. En este caso, se lleva a cabo la protección de las células 
encapsuladas del sistema inmunitario al tiempo que se permite una oxigenación 
adecuada, el tránsito de nutrientes y glucosa, y el transporte de insulina a través de la 
barrera. Aunque no se ha descrito una exitosa y reproducible encapsulación de islotes 
pancreáticos humanos que dure más de unas pocas semanas en pacientes con diabetes 
tipo 1, ViaCyte defiende que las células productoras de insulina obtenidas a partir de 
células troncales pueden funcionar in vivo en sus dispositivos de macro-encapsulación 
patentados (Agulnick et al., 2015). Por tanto, a pesar de que se trata de retos 
importantes, hay muchas razones para creer que la terapia de reemplazo de células 
beta pancreáticas puede convertirse en una realidad clínica para el tratamiento de 
pacientes con diabetes. 
1.7. Regulación epigenética de las CTEs 
El principal rol de la epigenética es la regulación de genes, este proceso es clave en 
diferentes procesos celulares como pueden ser:  
• La modulación individual de genes y su actividad;  
• El desarrollo y diferenciación de tipos celulares mediante grupos de genes que 
son funcionales en cada tipo celular específico. 
• La plasticidad metabólica celular, que le permite adaptarse a los cambios 
exógenos. 
Comprender todos los mecanismos moleculares gobernantes que controlan las CTEs es 
de inmenso interés biológico. Como se ha comentado con anterioridad, trabajos previos 





como OCT4, SOX2 y NANOG, esenciales para mantener el estado no diferenciado 
pluripotente de las células troncales (Jaenisch y Young, 2008). La red sostiene el estado 
activo de genes que son requeridos para la supervivencia de las células troncales y su 
proliferación, a la vez que reprime los genes requeridos para la diferenciación (Boyer 
et al., 2005). 
Las modificaciones epigenéticas pueden regular la expresión génica, ya sea activándola 
o reprimiéndola. La regulación genética y epigenética son igualmente cruciales en el 
mantenimiento de la pluripotencialidad de las CTEs, de forma que los factores de 
transcripción y los mecanismos epigenéticos muestran elevados niveles de expresión en 
las CTEs, los cuales someten a un silenciamiento génico global previniendo o activando 
la diferenciación (Efroni et al., 2008; Horrillo et al., 2013). El estudio en los últimos años 
ha avanzado en gran medida la comprensión del control epigenético de las CTEs. Los 
factores epigenéticos parecen ser esenciales para la regulación de la diferenciación 
celular y el mantenimiento del estado de las células diferenciadas. Un preciso orden 
temporal de la expresión génica durante el desarrollo es fundamental para garantizar el 
compromiso adecuado del linaje, la determinación del destino celular y en última 
instancia la organogénesis. La regulación epigenética que puede tener lugar mediante 
diferentes mecanismos como son la metilación/desmetilación del DNA, modificación de 
histonas, control del ncRNA o remodelación nucleosómica como se observa en la Figura 
9, resulta esencial para la activación o represión de genes durante el desarrollo 
embrionario. Al comparar los patrones de modificación de histonas y la metilación del 
DNA entre las células diferenciadas y las CTEs, se estima que aproximadamente un 30% 
del genoma difiere en la estructura de la cromatina (Hawkins et al., 2010). Muchas de 
estas diferencias se pueden atribuir a la diferente unión de factores de transcripción y 
remodelación del estado de la cromatina durante la diferenciación (Hawkins et al., 2010; 
Gifford et al., 2013). Estos datos respaldan que la regulación genética se encuentra 
estrechamente entrelazada a la regulación epigenética, por lo que la compleja 





CTEs en su estado de autorrenovación y pluripotencia o inducen la salida hacia un linaje 
determinado (Calvanese et al., 2010; Horrillo et al., 2013). Una comprensión total de la 
regulación epigenética de la diferenciación y la identidad celular es muy importante 
para entender aún más el potencial de las CTEs y sus derivados en la terapia celular. 
Este conocimiento de los estados epigenéticos celulares permitirá en un futuro 
desarrollar tipos celulares o combinaciones de ellos, que representan fielmente a las 
células y tejidos humanos. 
 
FIGURA 9. Modificación epigenética de histonas o del propio DNA controla los accesos de los 
factores de transcripción a la secuencia de DNA. De modo que modulan el nivel de transcripción del 
mRNA. La cromatina transcripcionalmente activa se caracteriza por la presencia de grupos acetilo en 
residuos específicos de lisina del núcleo de histonas en el nucleosoma, el cual disminuye su unión al 
DNA y resulta en una estructura más abierta de la cromatina que permite el acceso de factores de 
transcripción. Además las islas CpG en la región promotora de genes activamente transcrito s están 
generalmente desmetilados, permitiendo la unión de los factores de transcripción. La cromatina 
transcripcionalmente inactiva se caracteriza por la deacetilación de histonas, metilación de 
promotores CpG y disminución de la unión de los factores de transcripción. Otro nivel de control 
epigenético es proporcionado por los miRNAs (19 a 24 nucleótidos de longitud) que silencian la 
expresión de determinados genes (Gluckman et al., 2008). 
Por tanto, la regulación génica suele verse afectada por características epigenéticas 
como la metilación del DNA, la estructura de la cromatina y RNA no codificantes 





elemento básico es el nucleosoma, que está formado por 147 pb de DNA enrollado 
alrededor de un octámero constituido por heterodímeros de proteínas, las histonas 
H3/H4 y H2A/H2B (Luger et al., 1997). La estructura de la cromatina puede influenciar 
en la expresión génica mediante el control de la accesibilidad de elementos reguladores 
y modulando la afinidad de los factores de transcripción a sus regiones diana (Fraser y 
Bickmore, 2007). Los efectores clave de la estructura de la cromatina son las 
modificaciones post-transcripcionales de histonas y metilación del DNA genómico 
(Campos y Reinberg, 2009; Bernstein et al., 2007), mientras que los factores 
remodeladores de la cromatina dependientes de ATP pueden modular el estado de la 
cromatina (Morrison y Shen, 2009)  y más recientemente el descubrimiento de la 
regulación de los ncRNAs (Saito et al., 2006; Lujambio et al., 2007).  La creciente 
evidencia indica que los transcritos de ncRNA son funcionales, especialmente en la 
regulación de procesos epigenéticos y por tanto los ncRNAs están emergiendo como 
reguladores importantes de diversas funciones. Así, los ncRNAs representan una nueva 
frontera de la genética molecular, biología molecular, fisiológica, y la investigación 
biológica celular con enorme potencial para avanzar en la comprensión de los procesos 
biológicos en la salud humana y la enfermedad. 
1.8. Las moléculas reguladoras de RNA No Codificante 
(ncRNAs) 
El ncRNA está constituido por moléculas de RNA funcional que se transcriben a partir 
del DNA, pero no se traduce en proteínas y constituyen un nivel mayor de control 
epigenético. Los ncRNAs asociados a la epigenética incluyen a los miRNAs, siRNAs, 
piRNAs y lncRNAs. En general, los ncRNAs funcionan regulando la expresión génica a 
nivel transcripcional y post-transcripcional.  
Estos ncRNAs implicados en mecanismos epigenéticos pueden ser divididos en 2 grupos 
principales; los ncRNAs cortos (<30 nucleótidos) y ncRNAs largos (>200 nucleótidos) y 





modificación de histonas, metilación del DNA y silenciamiento génico, regulando la tasa 
de síntesis de proteínas.  
- ncRNAs Cortos: 
 microRNAs (miRNAs): son pequeñas moléculas RNA (20-24 nt) derivados de un 
precursor que forma distintas estructuras en horquilla llamado pre-miRNA. La 
horquilla se procesa en un miRNA maduro y forma un complejo silenciador al 
asociarse con proteínas de la familia argonauta (Ago). Generalmente se unen a 
dianas específicas de los mRNAs con una secuencia complementaria para inducir 
la escisión, degradación o bloqueo de la traducción. Esto puede realizarse en el 
contexto de un mecanismo de retroalimentación que implica la metilación del 
cromosoma. 
 
 RNAs de interferencia (siRNAs): moléculas muy similares estructural (20-24 nt) y 
funcionalmente a los miRNAs, mediando en el silenciamiento génico post-
transcripcional como resultado de la degradación del mRNA. Además, también se 
ha visto que pueden inducir la formación de heterocromatina a través de un 
complejo silenciador al cual, con la unión de siRNAs promueve la metilación de 
histonas (H3K9) y la condensación de la cromatina (Carthew y Sontheimer, 2009). 
 
 RNA de interacción con PIWI (piRNAs): se trata de una clase de pequeños RNAs 
no codificantes también muy similares a los más conocidos miRNAs, pero que se 
distinguen por ser ligeramente más largos (24-31 nucleótidos), expresados 
principalmente en la línea germinal y estar asociados a un subtipo diferente de 
proteínas de la familia argonauta (Piwi). La función primaria incluye la regulación 
de la cromatina y supresión de actividad de transposones en la línea germinal 






- ncRNAs Largos: 
 RNA largo no codificante (lncRNA): se consideran transcritos de mayor tamaño 
(>200nt) que no codifican para proteínas. La mayor parte de los ncRNAs 
pertenece a este grupo. La mayoría funcionan como remodeladores de la 
cromatina,  en la regulación transcripcional o post-transcripcional y como 
precursores para siRNAs (St. Laurent et al., 2015; Bonasio y Shiekhattar, 2014). 
1.9. Los pequeños RNAs No Codificantes: microRNAs 
Uno de los avances recientes más sorprendentes en biología celular y molecular lo 
constituye la descripción de nuevos mecanismos de regulación de la expresión génica 
mediante pequeños RNAs reguladores de 20-30 nucleótidos. Los pequeños RNAs no 
codificantes (ncRNAs) tienen como diana tanto la cromatina como los transcritos con lo 
que ejercen un amplio control sobre el genoma y el transcriptoma. Gracias a los 
recientes progresos en los procesos de secuenciación a gran escala se ha descubierto un 
sorprendente y complejo panorama de pequeñas moléculas de RNA en las células 
eucariotas. El término pequeños RNAs no debe confundirse con otros términos 
parecidos dentro de la gran variedad de tipos de RNAs que se han encontrado en el 
interior de las células. Los pequeños RNAs vendrán determinados en base a su 
mecanismo biogenético, su pequeño tamaño (de 20 a 30 nucleótidos) y el tipo de 
proteína Argonauta al que están asociados (AGO o PIWI/HIWI). Como se ha comentado 
con anterioridad, en función de su origen, biogénesis y mecanismo efector se distinguen 
3 familias principales de pequeños RNAs: microRNAs (miRNAs), pequeños RNAs 
interferencia (siRNAs) y RNAs de interacción con Piwi (piRNAs). 
El más estudiado de los 3 grupos es el de los miRNAs, son unas pequeñas moléculas de 
RNA endógeno que no codifican para proteína y que actúan como moléculas 
reguladoras de la expresión génica. Se trata de elementos genéticamente conservados y 





diabetes, el cáncer o la neurodegeneración (Guay et al., 2011; Chang y Mendell, 2007; 
Garzon et al., 2009). Juegan un papel regulador muy importante en animales y plantas 
uniéndose a los mRNAs inhibiendo su traducción a proteína. Forman parte de una de las 
clases más abundantes de moléculas reguladoras génicas en organismos multicelulares, 
influenciando en los niveles finales de muchos genes que codifican para proteínas, 
estando implicados en casi todos los procesos biológicos, incluyendo el desarrollo, 
diferenciación y proliferación celular, muerte celular programada o apoptosis, señales 
de transducción, organogénesis, proliferación celular y defensa antiviral, entre otros 
(Bartel, 2009). 
Los miRNAs fueron inicialmente descubiertas en Caenorhabditis elegans (C. elegans) por 
Victor Ambros, Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum (Lee et al., 1993), quienes descubrieron 
que lin-4, un gen que actuaba en el control del desarrollo de C. elegans, no codificaba 
para proteína, pero en cambio producía 2 RNAs pequeños, uno de 22 nucleótidos y otro 
de 61 nucleótidos de longitud. El más largo se vio que podía adoptar una estructura en 
forma de horquilla compuesta de un tallo y un bucle (stem-loop) y que era precursor del 
más corto. Los laboratorios de Ambros y Ruvkun observaron que estos RNAs de lin-4 
(Ruvkun y Giusto, 1989) mostraban zonas antisentido complementarias a múltiples 
sitios de la zona 3’-UTR del gen lin-14 (Wightman et al., 1993; Lee et al., 1993) y 
observaron una disminución de la cantidad de proteína LIN-14 sin que hubiera una 
reducción de los niveles del mRNA (Ruvkun y Giusto, 1989). El pequeño RNA lin-4 es 
ahora reconocido como el miembro fundador de una clase muy abundante de pequeños 
RNA reguladores denominados miRNAs (Lagos-Quintana et al., 2002; Reinhart et al., 
2000; Slack et al., 2000). Se pensó que este modo de regulación de genes estaba 
restringido a los nematodos, sin embargo, desde el descubrimiento de lin-4 en C. 
elegans se han ido descubrimiento miRNAs en otras especies y ahora sabemos que 
muchos organismos multicelulares expresan miles de miRNAs, los cuales presentan un 
patrón de expresión dependiente del tipo celular y del tejido (Lagos-Quintana et al., 





codificaba para un RNA regulador de unos 22 nucleótidos, no sería descrito hasta 7 años 
después. El let-7 actuaba promoviendo el desarrollo de la larva tardía hacia la forma 
adulta, así como lin-4 actuaba en el desarrollo temprano en la transición del primer 
estadio larvario al segundo (Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000). A raíz del 
descubrimiento del let-7, se fueron descubriendo homólogos en otros genomas como el 
humano o el de otros animales bilaterales constituyendo una gran familia, además de 
otros muchos miRNAs que desde el año 2002 están siendo registrados en la base de 
datos Sanger miRBase (http://www.mirbase.org/), la cual representa un archivo en línea 
de secuencias de miRNAs y según el último recuento en la versión 21 de junio de 2014 
hay más de 35.828 miRNAs maduros registrados en 223 especies, que incluye más de 
2.588 miRNAs identificados en humanos. 
1.9.1. Biogénesis de los miRNAs 
Los genes que codifican los miRNAs pueden variar su localización ampliamente en el 
genoma, localizándose principalmente dentro de los intrones de genes que pueden 
codificar para proteínas, pero también pueden encontrarse en regiones intergénicas o 
exónicas (Rodriguez, 2004; Zeng, 2006). En el primer caso, la expresión de los miRNAs 
puede ir correlacionada con la regulación transcripcional de su gen huésped y de esta 
manera explicaría una especificidad tisular debida a la expresión de diferentes grupos 
de genes (Lin et al., 2006; Bartel, 2004). En el segundo caso, la expresión de los miRNAs 
viene regulada de forma independiente a través de sus propios elementos reguladores 
(Zeng, 2006). También se ha observado que los miRNAs pueden estar derivados de 
secuencias repetitivas del DNA (Smalheiser y Torvik, 2005). 
Los miRNAs maduros son moléculas de unos 20-30 nucleótidos de longitud, con un 
grupo fosfato en el extremo 5’ y un grupo hidroxilo en el extremo 3’. Los miRNAs 
maduros se generan a través de múltiples etapas de procesamiento de escisiones 





citoplasma. Aunque se han descrito algunos casos de transcripción por la RNA-
polimerasa III (Borchert et al., 2006), en la mayoría de los casos serán transcritos por la 
RNA-polimerasa II que produce una larga molécula precursora de RNA que puede 
exceder varias kilobases, conocida con el nombre de miRNA primario (pri-miRNA) (Lee 
et al., 2004; Cai et al., 2004). Este forma una estructura stem-loop (Lee et al., 2003) y 
será procesado en el núcleo por el complejo microprocesador, formado por la RNasa III 
conocida con el nombre de Drosha, que dimeriza con la proteína de la región crítica del 
gen 8 del síndrome DiGeorge (DGCR8), también conocida como Pasha. Drosha escinde 
de forma asimétrica ambas cadenas en los sitios cercanos a la base de la estructura 
primaria en forma de stem-loop, de forma que el producto resultante es una molécula 
de RNA precursora de unos 70-120 nucleótidos denominada pre-miRNA (Denli et al., 
2004; Lee et al., 2003). Este es exportado al citoplasma de forma activa a través del 
complejo Exportina-5, dependiente de Ran-GTP (Lund et al., 2004; Yi et al., 2003), en el 
que la proteína nuclear asociada a Ras (Ran) es un cofactor que une GTP durante la 
exportación nuclear del RNA. En el citoplasma, la molécula de GTP es hidrolizada a GDP 
y el pre-miRNA es liberado del complejo exportador. En el citoplasma, los pre-miRNAs 
son reconocidos por el complejo de procesamiento de los pre-miRNAs formado por 
Dicer, la proteína de unión a RNA en respuesta a trans-activación (TRBP) y la proteína 
quinasa activadora dependiente de RNA de cadena doble inducible por interferón 
(PRKRA), dando lugar a una molécula de doble cadena conocida como miRNA dúplex 
(Lund et al., 2004; Yi et al., 2003; Hutvágner et al., 2001; Grishok et al., 2001). Tras el 
procesamiento, se separan las 2 hebras del miRNA dúplex, dependiendo de varios 
factores tales como la asimetría termodinámica de los dúplex y la estabilidad de 
emparejamiento de bases en el extremo 5', determinándose una hebra guía que será 
preferentemente integrada con una de las 4 proteínas Argonautas (Ago) para formar el 
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) (Schwarz et al., 2003; Khvorova 
et al., 2003), el cual constituye la maquinaria catalítica responsable de la degradación 





pasajera o miR*), por lo general se degrada o en casos raros puede asociarse con 
proteínas Ago, permitiendo a ambas hebras servir como miRNAs funcionales (Krol et al., 
2010; Okamura et al., 2009; Czech et al., 2009).  Al RISC que lleva a cabo su acción 
asociado con la hebra guía del miRNA, se le conoce como miRISC y constituye el enzima 
catalítico que procesa el mRNA diana para bloquear su traducción. En la Figura 10, se 
refleja en detalle los procesos y factores implicados en la biogénesis de los miRNAs. 
 
FIGURA 10. El procesamiento de los miRNAs clásico se inicia con la (1) transcripción del pri-miRNA 
mediante la RNA polimerasa II. (2) A continuación el transcrito primario es escindido en un pre -
miRNA mediante el complejo formado por Drosha y DCGR8 (Microprocesador). (3) La siguiente etapa 
implica la exportación nuclear dependiente de RAN-GTP, mediante la Exportina-5. (4) Esta nueva 
localización permite a la RNasa Dicer y TRBP escindir el pre-miRNA, dando lugar a un duplex 
imperfecto de aproximadamente 19-24 nucleótidos de longitud, que se disociará en una hebra guía y 
otra pasajera. (5) Finalmente, la proteína argonauta-2 (Ago2), basándose en reglas termodinámicas 
seleccionará la hebra guía del miRNA, (6) constituyéndose el miRISC que se encarga de la regulación 





1.9.2. Mecanismos de acción de los miRNAs 
Los miRNAs pueden regular negativamente la expresión génica a través de 2 
mecanismos principales que son la degradación del mRNA diana o la represión de la 
traducción, la utilización de un mecanismo u otro dependerá del mRNA diana. Una vez 
el miRNA se incorpore en el RISC, actuará un mecanismo u otro dependiendo del grado 
de complementariedad del miRNA con su diana. Si la complementariedad es elevada o 
total se producirá la degradación del mRNA (Bagga et al., 2005), mientras que si la 
complementariedad no es total o es insuficiente se producirá una inhibición de la 
traducción. Uno de los principales puntos de discusión en este campo gira en torno al 
grado de complementariedad necesario para el silenciamiento génico y a cuántos 
miRISC son necesarios para inhibir la traducción. Según los conocimientos disponibles 
sobre los siRNAs, se cree que serían necesarios al menos 11 pb para una elevada 
afinidad en el reconocimiento del mRNA diana y la unión al miRISC, por debajo de este 
número la afinidad del miRISC por su diana se encuentra comprometida. Sin embargo, 
Doench y Sharp (Doench y Sharp, 2004) describieron que la habilidad de los miRNAs 
para suprimir la traducción dependía enormemente de la energía libre de unión entre 
los primeros 8 nucleótidos del extremo 5’-UTR del miRNA y mRNA diana. Según esto un 
miRNA puede actuar sobre muchas zonas 3’-UTR de un gran número de genes. Estudios 
de expresión de microarrays mostraron que los miRNAs pueden inhibir muchos mRNAs 
dianas que contengan secuencias que sean complementarias a las posiciones 2-7 del 
extremo 5’-UTR de un miRNA, región que se conoce como secuencia semilla (seed) (Lim 
et al., 2005). La segunda cuestión podría responderse considerando la afinidad del 
miRISC por su diana; las evidencias apuntan a que se requieren varias regiones de unión 
a miRNAs para una interacción miRNA-mRNA de alta afinidad que suprima la traducción. 
Es plausible pensar que un miRISC que reconoce una unión imperfecta entre el miRNA y 
el mRNA con sólo 7-9 nucleótidos, se uniría a la diana con baja afinidad. Por lo que 
múltiples copias de miRISC podrían unirse a la diana para compensar la unión de baja 





Cuando un miRNA guía hacia la degradación de un mRNA, el corte se produce 
precisamente en el mismo sitio en que lo producen los siRNAs en su acción, entre los 
nucleótidos que rodean al residuo 10-11 del miRNA (Hutvágner y Zamore, 2002). 
Después de la degradación del mRNA, el miRNA permanece intacto y puede guiar hacia 
el reconocimiento y la destrucción de mRNAs adicionales. En general en este 
mecanismo de acción la complementariedad se puede dar tanto en regiones 
codificantes como en regiones 3’-UTR, mientras que cuando actúa inhibiendo la 
traducción suele unirse exclusivamente a la región 3’-UTR del mRNA. Existen 
excepciones como la que se ha observado con miR-122 que afecta positivamente la 
replicación del virus de la Hepatitis C, por unión a la región 5’-UTR no codificante 
(Jopling et al., 2005), en este caso el miRNA tiene función activadora de la expresión 
génica, aunque no está claro si es un mecanismo único o si representa un mecanismo de 
acción todavía desconocido de los miRNAs. 
En el mecanismo de inhibición de la traducción, el principal efector es un miembro de la 
familia de RNA helicasas (RCK/p54) y componente del miRISC. Diversos estudios 
muestran que algunos componentes del miRISC colocalizan en los cuerpos-P (puntos 
citoplasmáticos que contienen complejos proteicos) junto con el mRNA reprimido 
traduccionalmente. Múltiples copias del miRISC que contienen RCK/p54 pueden iniciar 
un evento de oligomerización que secuestra al mRNA y lo transporta a los cuerpos-P, 
una vez allí el mRNA traduccionalmente reprimido podría permanecer en estructuras 
oligoméricas para su almacenamiento o podría formar un complejo con enzimas 
decapping y proteínas cap-binding que degradan el mRNA. En resumen, el miRNA en el 
miRISC indica la secuencia diana y RCK/p54 es la molécula efectora que transporta el 
mRNA hacia el almacenaje o procesamiento en los cuerpos-P (Sen y Blau, 2005; Liu et 
al., 2005; Valencia-Sanchez, 2006). 
Por otro lado, algunos siRNAs pueden unirse al DNA y realizar no sólo represión post-





podrían también actuar de esta manera. Además, los miRNAs podrían estar 
relacionados con la regulación de la estructura de la cromatina. En este sentido, la 
predicción de genes diana de los miRNAs entre los cuales hay proteínas modificadoras 
de histonas, como son las histonas metil-transferasas, proteínas de unión a islas CpG e 
histonas deacetilasas, apoyaría esta hipótesis (Lewis et al., 2005). 
1.9.3. Los miRNAs y la autorrenovación de las CTEs 
La decisión del estado de autorrenovación o diferenciación está regulada por un 
complejo conjunto de factores, incluyendo factores de transcripción, modificaciones de 
la cromatina, vías de señalización y ncRNAs. El programa molecular de las CTEs necesita 
ser conservado con el fin de mantener el estado de pluripotencia no diferenciado, 
mientras que este programa se verá sometido a cambios de expresión génica y  la 
intervención de la epigenética, cuando las células están comprometidas hacia un 
proceso de diferenciación que resulta en una transformación masiva del fenotipo 
celular. Por su capacidad para regular de forma simultánea cientos de dianas, los 
miRNAs representan excelentes candidatos para esta rápida y gran transformación. En 
este sentido los miRNAs han demostrado ser piezas clave en la regulación del desarrollo 
de las células troncales al jugar un papel crítico en la formación y la definición de la 
pluripotencia de células troncales, así como en su diferenciación (Yi y Fuchs, 2011).  
La expresión de los miRNAs se ha examinado ampliamente en las CTEs murinas y 
humanas mediante diversas técnicas revelando que la expresión global de los miRNAs es 
más baja en las CTEs en comparación a las mismas células diferenciadas. Sin embargo, 
algunos miRNAs están limitados a las CTEs, mientras que otros se encuentran 
ampliamente expresados, pero disminuyen significativamente durante la diferenciación. 
Por tanto, un número limitado de los miRNAs se transcriben en las CTEs y se expresan 
preferentemente en el estado pluripotente, mientras que serán inmediatamente 





mayoría de estos miRNAs específicos se puede agrupar en 4 grandes grupos. Uno de 
ellos constituido por la familia miR-290 (miR-291, -294 y -295) en ratones y su homólogo 
en humanos la familia miR-371/373 (miR-371, -372 y -373); otro por la familia miR-
302/367 (miR-302a/b/c/d y -367) común en ratones y humanos; la familia miR-17/92 
(miR-17, -18a, -19a/b, -20a y -92); y la familia C19MC que incluye 46 miRNAs codificados 
en el cromosoma 19 (Stadler et al., 2010). La expresión común de similares miRNAs en 
CTEs murinas y humanas sugiere un importante papel funcional en la biología de las 
células troncales. La mayoría de estas familias de miRNAs se transcriben como 
transcritos policistrónicos, lo que sugiere que comparten reguladores comunes y el 
mismo patrón de expresión. De hecho, los promotores de la mayoría de estos miRNAs 
pueden ser activados por OCT4, SOX2 y NANOG (Marson et al., 2008). Además, 
presentan una secuencia semilla (seed) idéntica o muy similar (AAGUGCU o AAAGUGC), 
por lo que pueden dirigirse a un grupo común de mRNAs diana (Stadler et al., 2010). 
El hecho de que muchos miRNAs tengan la misma secuencia semilla (seed) y que un solo 
miRNA puede actuar en múltiples dianas hacen difícil estudiar su función de forma 
individual. La eliminación de todos los miRNAs se puede conseguir mediante la 
supresión de los genes que codifican las enzimas implicadas en el procesamiento o 
funcionamiento de los miRNAs, Drosha, Dicer o DGCR8, entre otros. La deficiencia de 
Dicer genera muerte prematura en etapas tempranas del desarrollo de ratones 
(Bernstein et al., 2003), mientras que las CTEs murinas mutantes en Dicer son viables en 
cultivo, pero presentan defectos en la diferenciación (Kanellopoulou et al., 2005). La 
pérdida de Dicer también conduce a graves defectos de crecimiento de las CTEs y 
prolonga ligeramente las fases G1 y G0 del ciclo celular (Murchison et al., 2005). De 
forma similar a la deficiencia de Dicer, la inactivación de DCGR8 da lugar a ratones no 
viables y las CTEs murinas con defectos en la proliferación y fallos en la diferenciación 
(Wang et al., 2008). Las deficiencias conjuntas de Drosha y Dicer atenúan drásticamente 





2009). En conjunto estos datos ponen en evidencia que los miRNAs son críticos para la 
autorrenovación y diferenciación de las CTEs. 
Una regulación estricta de la división de células troncales es primordial para mantener la 
capacidad de autorrenovación. Los defectos observados en la proliferación de mutantes 
Dicer, Drosha y DGCR8 sugieren que los miRNAs están involucrados en la regulación de 
su ciclo celular. Se sabe que las CTEs se caracterizan por un atípico ciclo celular 
acelerado, debido a una corta transición de la fase G1 a la fase S en comparación a las 
células somáticas (Fluckiger et al., 2006; Wang et al., 2008). Los puntos de control 
regulan la progresión a través de las fases del ciclo celular y son regulados por la 
activación e inactivación secuencial de las proteínas quinasas dependientes de ciclinas 
(CDKs). Contrariamente a las células somáticas, las CTEs expresan muy bajos niveles de 
inhibidores del ciclo celular (p21, p27 y p16), lo que hace que exhiban un atípico ciclo 
celular. Mucho de los defectos en la proliferación inducidos por la deficiencia de las 
enzimas Dicer o Drosha, pueden ser contrarrestados por miembros de las familias miR-
290 y -302, lo que revela que se trata de miRNAs importantes como reguladores del 
ciclo celular (Wang et al., 2008; Sinkkonen et al., 2008). Por ello, a estos miRNAs se les 
conoce como específicos del ciclo celular de las CTEs (ESCC), dado que 
predominantemente intervienen en la regulación el ciclo celular (miRNAs promotores 
del ciclo celular de las CTEs). Este tipo de miRNAs comparten una secuencia semilla 
(seed) común, lo que sugiere que regulan un conjunto común de genes. La búsqueda de 
sus dianas  reveló que funcionan mediante la supresión de varios reguladores clave 
(p21, Rbl2 y Last2) de puntos de restricción como la vía CiclinaE/CDK2, que regula la 
transición de las fases G1/S permitiendo así una rápida proliferación en las CTEs (Wang 
et al., 2008, 2013b). Interesantemente, la familia miR-290 en ratones ha sido mostrada 
como diana de Rbl2 y disminuye la expresión de las DNA metiltransferasas (Wang et al., 
2008), de forma similar actúa su ortólogo en humanos la familia miR-372 (Qi et al., 
2009). En conjunto, estos numerosos cambios moleculares inducidos sugieren que los 





capacidad proliferativa, lo que les convierte en actores principales en el control de la 
división de las CTEs. 
El circuito regulador básico (OCT4-SOX2-NANOG), desempeña un papel central en el 
mantenimiento y adquisición de la pluripotencia, aunque existen otros factores que 
participan también en la red reguladora de la pluripotencia como LIN28, c-MYC, KLF4, 
TCF3 o STAT3. Se puede diferenciar un grupo de miRNAs característicos de las CTEs que 
son capaces de promover la autorrenovación de las células troncales y a su vez inhiben 
la diferenciación celular. Por ello, el impacto de los miRNAs sobre el transcriptoma de 
las CTEs ha sido analizado en profundidad. Se ha descubierto que los miRNAs parecen 
incrementar la actividad de c-MYC a través de múltiples rutas indirectas (Lin et al., 2009; 
Cartwright et al., 2005). Este factor promueve la proliferación y es requerido para la 
autorrenovación de las CTEs y su inhibición promueve la perdida de la autorrenovación 
(Singh y Dalton, 2009). Además, c-MYC conduce a la transcripción de numerosos 
miRNAs que promueven la autorrenovación como son miR-141, -200 y -429 (Lin et al., 
2009).  Interesantemente, los promotores de las familias miR-290 y -302 son 
directamente regulados por los factores de pluripotencia (OCT4, SOX2, NANOG y TCF3) y 
a su vez los miRNAs mantienen la expresión de los factores de pluripotencia mediante la 
inhibición de silenciadores (Judson et al., 2009; Marson et al., 2008). Otros factores 
asociados a la pluripotencia son también indirectamente promovidos por los miRNAs, 
estos incluyen LIN28, TRIM71 y SALL4 (Melton et al., 2010) o bien son los miRNAs los 
que promueven su expresión como la familia miR-17/92 que induce a LIN28 (Warrander 
et al., 2016). Por tanto, parece claro que se establecen circuitos de retroalimentación 
entre los factores de transcripción y los miRNAs que ayuda a fortalecer el 







1.9.4. Los miRNAs y la diferenciación celular de las CTEs 
La transición del estado de autorrenovación de las CTEs a un estado diferenciado es un 
proceso robustamente regulado para un desarrollo normal y la homeostasis de los 
tejidos. Dado que los miRNAs se adaptan para estabilizar el estado de autorrenovación, 
están bien situados para promover la transición de la autorrenovación a la 
diferenciación. Los miRNAs pro-diferenciación pueden ser inducidos rápidamente con el 
inicio de los procesos de diferenciación de las CTEs a linajes específicos y silencian la 
autorrenovación actuando directamente sobre la red central de factores de 
pluripotencia. Una segunda clase de miRNAs pro-diferenciación van siendo inducidos 
durante el transcurso de la diferenciación y en general suprime programas génicos 
asociados a las CTEs pero no a los mismos factores de transcripción centrales de 
pluripotencia (Tiscornia y Izpisúa Belmonte, 2010). Estas 2 clases de miRNAs de 
diferenciación probablemente juegan distintos roles en el proceso de diferenciación, de 
modo que la primera clase de miRNAs suprimen directamente el estado de 
autorrenovación de las CTEs, mientras que la segunda clase de miRNAs 
predominantemente estabilizan el estado diferenciado, al igual que los miRNAs ESCC 
estabilizan el estado pluripotencial de las CTEs (Ong et al., 2015). 
Durante la diferenciación de las CTEs humanas es sobreexpresado miR-145 (Stadler 
et al., 2010), este incremento reprime la expresión de factores de pluripotencia y facilita 
la diferenciación, mientras que su disminución perjudica a la diferenciación e induce la 
expresión de OCT4, SOX2 y KLF4. Por tanto, miR-145 controla la diferenciación de las 
CTEs mediante la interacción con los factores de pluripotencia silenciando el programa 
de autorrenovación (Xu et al., 2009). Interesantemente, el promotor de miR-145 es 
inhibido por OCT4 estableciéndose un circuito de retroalimentación negativo. En las 
CTEs murinas se ha demostrado que varios miRNAs promueven la diferenciación 
mediante interacción con genes que codifican factores de transcripción implicados en el 





cooperan para reprimir SOX2 y KLF4 (Wellner et al., 2009). Por otra parte, los miRNAs 
miR-134, -296 y -470, sobreexpresados durante la diferenciación inducida por el ácido 
retinoico que induce una diferenciación preponderantemente neural, constituyen 
además represores directos de NANOG, OCT4 y SOX2 en las CTEs (Tay et al., 2008a; b).  
Recientemente, se ha demostrado que miR-125 y la familia miR-181 facilita la 
diferenciación de las CTEs murinas mediante la represión de Cbx7, un componente 
crucial para el mantenimiento de la autorrenovación y el estado pluripotente (O’Loghlen 
et al., 2012). Por tanto, todos estos miRNAs pueden estar implicados en la 
diferenciación hacia distintos linajes a través del silenciamiento de la autorrenovación 
de las CTEs.  
En contraste a los miRNAs que directamente reprimen la autorrenovación de las CTEs, 
otro grupo de miRNAs desempeñan un papel crucial en el compromiso del linaje y la 
estabilización del estado diferenciado. En este sentido, miR-16 y -191 altamente 
expresados en las CTEs murinas, interaccionan directamente con Smad2, un importante 
mediador de la señalización Activina/Nodal dando lugar a la inhibición del linaje 
mesendodérmico (Hadjimichael et al., 2016). Otro miRNA expresado en estado no 
diferenciado como es miR-23a, inhibe la diferenciación endodérmica y ectodérmica 
(Hadjimichael et al., 2016). La familia de miRNAs let-7 descubierta en C. elegans, 
constituyen importantes estabilizadores del destino celular diferenciado (Reinhart et al., 
2000; Nimmo y Slack, 2009; Melton et al., 2010). En ratones y humanos hay 9 miembros 
distintos de la familia let-7 con un patrón de expresión variable específico de tejido (Lee 
et al., 2016). El pri-let-7 es transcrito en las CTEs y dará lugar a un pre-let-7 en el 
citoplasma, sin embargo el let-7 maduro no se detecta en las CTEs no diferenciadas, 
mientras que es altamente expresado en las células somáticas diferenciadas. En las CTEs 
existe un mecanismo que permite el silenciamiento post-transcripcional de transcritos 
de la familia let-7, un complejo de RNA unido a la proteína LIN28, la terminal uridil-
transferasa y TUT4, se unen para inducir la degradación de los transcritos pre-let-7 





de LIN28 es rápidamente inhibida durante la diferenciación de las CTEs, lo que permite 
un rápido incremento de la expresión de los miembros de la familia let-7 (Rybak et al., 
2008). Recientemente, se ha demostrado que esta familia constituye un importante 
grupo de miRNAs pro-diferenciación que controla estrechamente el nivel de los factores 
de pluripotencia (Melton et al., 2010).  
Un estudio reveló que la familia let-7 puede reprimir el programa de pluripotencia de las 
CTEs murinas (Melton et al., 2010). La reincorporación de los miembros de la familia let-
7 en las CTEs mutantes para DCGR8 puede rescatar los defectos en la diferenciación 
observados al interaccionar con factores de pluripotencia como c-MYC, LIN28 y SALL4. 
Sin embargo, los miembros de esta familia no tienen efecto cuando son incorporados 
junto con los miRNAs ESCC. Esta observación sugiere que los miRNAs ESCC que 
predominan en las CTEs en estado no diferenciado son capaces de prevenir la pérdida 
de autorrenovación inducida por los miRNAs de la familia let-7. Se ha propuesto un 
modelo de acción en el que la familia let-7 y los miRNAS ESCC funcionan 
antagónicamente sobre la autorrenovación. Por un lado, la familia let-7 reprime a los 
factores de pluripotencia (OCT4, SOX2, NANOG y TCF3), que a su vez son indirectamente 
activados por los miRNAs ESCC a través de dianas desconocidas. Este mecanismo 
antagónico sugiere que existe una red de regulación en la que la familia let-7 y los 
miRNAs ESCC tienen función y expresión mutuamente excluyente. Así, en un estado no 
diferenciado los factores de pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) de las CTEs 
promueven a los miRNAS ESCC, inductores de la expresión de LIN28, c-MYC y otros 
factores que inhiben la maduración de la familia let-7 y como resultado se induce la 
autorrenovación. Sin embargo, la diferenciación de las CTEs viene acompañada de una 
disminución de los factores de pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) y con ello de los 
miRNAS ESCC y a su vez los factores de inhibición, de forma que en este estado 
diferenciado los miRNAs let-7 ya no son inhibidos. Por tanto, la familia let-7 ahora 
estabiliza el estado diferenciado controlando la expresión de los factores requeridos 





Los miRNAs de la familia let-7 además de suprimir el programa transcripcional de las 
CTEs también promueven el ciclo celular, para lo cual podrán asociarse de forma directa 
e indirecta a múltiples activadores de la transición G1/S (Cdc25a, Cdk6, ciclinaD1 y 
ciclinaD2) (Johnson et al., 2007; Kumar et al., 2008; Schultz et al., 2008). Estas 
interacciones y otras contribuyen al efecto general de la familia let-7 incrementando el 
número de células en fase G1 del ciclo celular (Melton et al., 2010; Singh y Dalton, 
2009), lo que sugiere que la autorrenovación influye en el ciclo celular característico de 
las CTEs y se ha postulado que las células en fase G1 son más susceptibles a la cascada 
de señalización pro-diferenciación, incluyendo la señalización MAPK (Burdon et al., 
2002).  
Por tanto, los miRNAs regulan la autorrenovación de las CTEs y el compromiso de linaje, 
como ocurren en el caso de miR-145, -200 o la familia let-7, ya sea promoviendo la 
salida de la autorrenovación y el compromiso con linajes específicos o mediante la 
inhibición de los distintos procesos de diferenciación. Además, es posible también que 
los miRNAs impulsen el compromiso hacia linajes específicos o tipos celulares 
diferenciados, como por ejemplo miR-133 y -1 esenciales para la diferenciación de las 
CTEs hacia cardiomiocitos (Takaya et al., 2009) o miR-9 que promueve la diferenciación 
hacia progenitores neuronales (Zhao et al., 2009). Sin embargo, la identificación y la 
comprensión de las funciones, y contribución de los miRNAs en la diferenciación 
constituye un área aún por explorar. 
1.9.5. Uso de los miRNAs en la reprogramación celular 
Un gran avance en el campo de la investigación de células troncales se logró cuando el 
grupo de Yamanaka mostró que es posible reprogramar fibroblastos de embriones 
murinos en células pluripotentes a las que se denominó células iPS (iPSCs), mediante la 
expresión ectópica de los 4 factores OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC (OSKM, factores 





todavía resulta en la formación de colonias de iPSCs, aunque con una menor eficiencia. 
Este resultado se ha repetido por varios grupos en muestras humanas para reprogramar 
diversos tipos de células de diferentes tejidos (Takahashi et al., 2007; Park et al., 2008; 
Wu y Hochedlinger, 2011). Además de los factores de Yamanaka, otro conjunto de 4 
factores que incluye a  OCT4, SOX2, LIN28 y NANOG (OSLN, factores de Thomson) (Yu 
et al., 2007), puede inducir también la generación de las iPSCs. Sin embargo, a pesar de 
los grandes esfuerzos para determinar los mecanismos moleculares que subyacen a los 
acontecimientos de la reprogramación siguen siendo desconocidos, aunque se ha visto 
que implica la reactivación endógena de genes de pluripotencia, remodelación de la 
cromatina y cambios morfológicos hacia un fenotipo epitelial. Un creciente número de 
estudios señalan un papel importante en la reprogramación de los miRNAs algo que no 
es muy sorprendente ya que como se mencionó anteriormente, los miRNAs son críticos 
para el equilibrio entre la autorrenovación y la diferenciación de las CTEs. La 
monitorización de la generación de las iPSCs a partir de fibroblastos humanos utilizando 
vectores marcadores de los miRNAs muestra que las familias miR-302 y -17, 
especialmente abundantes en las CTEs, se expresan durante la primera etapa de la 
reprogramación inducida por los factores OSKM (Kamata et al., 2010; Li et al., 2011). 
Esto era de esperar ya que OCT4 y SOX2, factores de transcripción utilizados para inducir 
la reprogramación, puede activar los promotores de las familias miR-302 y -106 (Marson 
et al., 2008; Tiscornia y Izpisúa Belmonte, 2010). Además, las iPSCs totalmente 
reprogramadas presentan un perfil de miRNA muy similar al de las CTEs. Por otro lado, 
la alteración del procesamiento de los miRNAs o su función por inactivación de Dicer o 
Ago2 reduce drásticamente el número de colonias de iPSCs inducidas por los factores 
OSKM u OSK en fibroblastos embrionarios murinos. Por tanto, todo ello sugiere que 
algunos miRNAs son esenciales para la reprogramación (Li et al., 2011). 
Varias familias de miRNAs enriquecidas en las CTEs se identificaron como posibles 
potenciadores de la reprogramación. Un subconjunto de los miRNAs pertenecientes a la 





durante la reprogramación de fibroblastos de embriones murinos y es capaz de mejorar 
significativamente el número de colonias de iPSCs (Judson et al., 2009).  Posteriormente 
se propuso que miR-93 y miR-106b son reguladores clave de la actividad de 
reprogramación, potenciando la inducción de las iPSCs con factores OSKM y OSLN. 
Resultados similares de potenciación se dieron con miembros de las familias miR-302 y -
200 (Liao et al., 2011; Pfaff et al., 2011; Judson et al., 2009; Subramanyam et al., 2011), 
estos miRNAs parecen actuar a nivel del ciclo celular, modificaciones epigenéticas y la 
transición epitelio-mesénquima. 
Recientemente,  grupos de trabajo independientes han demostrado de forma 
convincente que las iPSCs humanas y murinas se pueden derivar a partir de fibroblastos 
sin el requisito de factores de transcripción exógenos mediante la adición de los miRNAs 
de la familia miR-302/367 con gran rapidez y eficiencia (Anokye-Danso et al., 2011), una 
mejora del proceso de reprogramación celular debido posiblemente a la propia 
naturaleza de los miRNAs, ya que un solo miRNA puede interaccionar con cientos de 
mRNAs simultáneamente, lo que permite controlar diversas rutas implicadas en la 
reprogramación y se ha denominado a las células obtenidas miR-iPS. Estudios 
posteriores han utilizado diferentes combinaciones de miRNAs pero siempre con la 
familia miR-302 como protagonista, obteniendo resultados similares (Miyoshi et al., 
2010). Estos resultados confirman que es posible obtener las iPSCs con miRNAs sin la 
necesidad de integrar un material genético exógeno y que la familia miR-302 se 
presenta como la familia de miRNAs más importante en la reprogramación de células 
humanas. Estudios posteriores determinarán la combinación de miRNAs maduros 
idónea y el papel de cada miRNA en la obtención de las iPSCs. Todo ello, permitiría 
determinar el mejor cóctel y el momento concreto de introducción de los miRNAs con el 







En los últimos 10 años, los miRNAs han experimentado un cambio radical en la mente 
de la gente, de ser considerados inicialmente como un RNA basura que no era útil para 
el individuo, ahora aparecen como reguladores críticos de la mayoría de los eventos 
celulares gracias a su capacidad de dirigirse a cientos de mRNAs diana que les permite 
inducir un cambio rápido en el destino celular y afinar la expresión del genoma.  
Hemos visto como los miRNAs son componentes esenciales en el control del ciclo 
celular abreviado de las células troncales y por lo tanto están implicados en la 
proliferación y su capacidad de autorrenovación. También regulan la diferenciación y 
desdiferenciación de las células determinando el destino celular. Por tanto, los miRNAs 
presentan un gran potencial en medicina regenerativa y terapia del cáncer. Estas 
pequeñas moléculas reguladoras pueden ser utilizadas para generar eficientemente 
células iPS sin integración del DNA de células de pacientes con el fin de elaborar 
modelos de enfermedades y obtener un reservorio celular. También proporcionan una 
nueva estrategia para la modificación previa de las células troncales antes de la terapia 
de trasplante, diferenciando las células pluripotentes en células de linajes particulares 
con potencial para la terapia celular. La comprensión completa de las funciones de los 
miRNAs en la diferenciación y el destino de las células troncales será esencial para 





























































Nuestro grupo fue pionero en demostrar que las CTEs murinas pueden diferenciarse in 
vitro hacia células productoras de insulina y revertir in vivo la glucemia en modelos 
murinos diabéticos, estudios posteriores han demostrado que los protocolos de 
diferenciación in vitro pueden ser optimizados para aumentar la eficacia y eficiencia, 
consiguiendo células productoras de insulina maduras funcionales en cantidad 
suficiente para una posible terapia celular. Durante el desarrollo un complejo 
entramado de señales inductoras y de factores de transcripción reguladores determina 
de forma combinatoria la adquisición de un fenotipo pancreático. Nuestra hipótesis 
consistía en comprobar si es posible aumentar la eficacia y eficiencia del proceso de 
diferenciación de las células pluripotentes hacia células productoras de insulina, 
mediante un mecanismo regulador innovador ejercido por pequeñas moléculas de 
ncRNAs como son los miRNAs, de forma que podrán constituir herramientas 
moleculares útiles en la manipulación de las CTEs.  
El objetivo principal se centra especialmente en el aislamiento de miRNAs candidatos e 
involucrados en la diferenciación de células troncales pluripotentes a células 
productoras de insulina, analizando el posible patrón de expresión común de miRNAs 
durante el desarrollo embrionario pancreático y la diferenciación de las CTEs hacia 
células productoras de insulina e identificar específicos miRNAs candidatos que puedan 
desempeñar un papel regulador clave en la diferenciación de las CTEs, así como analizar 
el patrón de expresión de miRNAs en las células maduras de islotes pancreáticos adultos 
y con este propósito nos hemos planteado los siguientes objetivos específicos: 
1. Estudiar el posible efecto de las pequeñas moléculas de ncRNAs en los procesos 
de diferenciación in vitro de las CTEs.  
 
2. Analizar la expresión global de los miRNAs durante el proceso de diferenciación 
in vitro de las CTEs hacia células humanas productoras de insulina, mediante 







3. Analizar el patrón de expresión de los miRNAs en el tejido pancreático adulto e 
identificar aquellos preferentemente expresados en las células de islotes 
pancreáticos adultos. 
 
4. Estudiar los perfiles de expresión común a los miRNAs descritos en la 
organogénesis del páncreas y la diferenciación de las CTEs hacia células 
productoras de insulina, determinando los mecanismos compartidos en la 
regulación mediada por estos miRNAs y comprobar si la regulación tiene lugar a 
través de las mismas proteínas diana. 
 
5. Estudiar el efecto de la inhibición o sobreexpresión de los miRNAs identificados 
con una expresión preferente tanto en el proceso de diferenciación pancreática 
como en los islotes pancreáticos adultos. Analizando la implicación funcional de 
los miRNAs validados y seleccionados en la diferenciación in vitro de las CTEs 
hacia células productoras de insulina y la implicación de estos miRNAs en la 























































3.1. Bioética y experimentación animal 
Se emplearon ratones adultos C57BL/6J como modelo de experimentación y fueron 
alojados en la Unidad de Recursos Biológicos del Centro Andaluz de Biología Molecular y 
Medicina Regenerativa (CABIMER). Los protocolos de manipulación de animales, 
incluyendo eutanasia y sacrificio, se realizaron bajo la guía de legislación de la 
Comunidad Europea y fueron aprobados por el Comité Ético de Experimentación Animal 
del CABIMER (CEEA-CABIMER. 19/2010). 
3.1.1. Obtención de muestras biológicas a partir de 
tejidos de origen murino 
Los animales adultos de 3 meses se sacrificaron mediante dislocación cervical, para la 
obtención de los islotes pancreáticos. Una vez sacrificados se practica una laparotomía 
media completa, abatiendo la pared abdominal lateralmente mediante 2 secciones 
horizontales inmediatamente por debajo de los rebordes costales inferiores. Se 
movilizaron el hígado y se fijó la pared costal mediante un papel de filtro. Se 
desplazaron los intestinos a partir del yeyuno hacia la derecha del animal, de forma que 
quedaron expuestos el páncreas, la vesícula biliar y la porción proximal del conducto 
biliar común. Se movilizó el duodeno con el fin de localizar la porción distal del conducto 
biliar común y se ligó el colédoco en su unión al duodeno, a unos 2 o 3 milímetros por 
debajo de la vesícula biliar, se introdujo en el conducto biliar una aguja de punta roma, 
previamente doblada en ángulo recto; a continuación, se pasó una ligadura que fija la 
aguja en su posición. Se inyectó con una jeringa 6 mL de solución de Hanks (Gibco, 
14025092), suplementada con 0,08 mg/mL de colagenasa (SIGMA, C9263). De este 
modo, se logra una buena distensión del tejido pancreático que facilita su extracción, 
además de permitir un buen acceso de la colagenasa a todo el páncreas. Se extrajo el 
páncreas de la cavidad abdominal por disección y se transfirió a un tubo de ensayo de 
15 mL, que se incubó en un baño termostatizado a 37°C durante 10 minutos, agitando 
enérgicamente a los 5 y 10 minutos. El tejido pancreático en digestión se detuvo 




mediante la adición de solución de Hanks a 4°C. A partir de este momento comienza la 
primera fase de lavado; el digerido se agitó suavemente con una pipeta, para disgregar y 
resuspender el tejido, después se sedimentó mediante centrifugación a 1.200 
revoluciones por minuto (rpm) durante 2 minutos y por último se decantó el líquido 
sobrante, dejando solo el sedimento de tejido. Este proceso se repite 2 veces con el fin 
de eliminar la colagenasa del medio. A partir del tejido pancreático digerido final se 
recuperan los islotes pancreáticos individualmente, mediante succión con pipeta 
automática con la finalidad de separar bien los islotes pancreáticos del resto de tejido 
exocrino. Los islotes pancreáticos fueron entonces almacenados a -80°C hasta ser 
sometidos al proceso de extracción del RNA. 
3.2. Cultivo Celular 
3.2.1. Líneas celulares cultivadas y condiciones de 
cultivo 
Las distintas líneas celulares utilizadas incluyen CTEs de origen murino (ES-D3) y humano 
(HS181), una línea celular de iPSC de origen humano (MSUH-001) y una línea derivada a 
partir de células beta pancreáticas murinas de origen tumoral (INS-1E): 
 ES-D3: Línea de CTEs murinas comercial (ATCC®; CRL-1934™), derivadas de la 
masa celular interna de blastocisto de ratón 129S2/SvPas (RF32835) y generadas 
por el grupo de Doetschman (Friedrich-Miescher-Laboaratorium der Max-Planck- 
Gesellschaft Institute, Alemania) (Doetschman et al., 1985). Las células ES-D3 no 
necesitan ser cultivadas sobre una capa de células nodrizas o matriz proteica, 
sino que para el mantenimiento de su estado pluripotencial no diferenciado es 
suficiente la adición en el medio de cultivo del LIF, facilitando algunos abordajes 
experimentales (p. ej. transfección). Las células fueron mantenidas en medio de 
cultivo DMEM GlutaMAX™ (Gibco, 32430) con 15% de suero fetal bovino 
inactivado (FBS Lonza, DE14-801F), suplementado con penicilina 100 U/mL y 




estreptomicina 100 µg/mL (Gibco, 15140), aminoácidos no esenciales 2mM 
(Invitrogen, 25030-024), 2-mercaptoetanol 0,1 mM (Invitrogen, 31350-010) y LIF 
106 U/mL (Millipore, ESG1107) e incubadas a 37°C y 5% de CO2. 
 HS181: Línea de CTEs humana cedida por parte de Hovatta, derivada en la Unidad 
de Fertilidad del Hospital Universitario Karolinska, después de la aprobación por 
el Consejo ético de investigación del Instituto Karolinska, Drno 454/02. Esta línea 
se derivó de un embrión que no podría ser utilizado para el tratamiento de la 
infertilidad de una pareja, previo consentimiento informado para la donación del 
embrión con el fin de derivar una posible línea de CTEs permanente para ser 
utilizado en investigación. La línea HS181 está incluida en el registro de la Unión 
Europea hESC (http://www.hescreg.eu/). A diferencia de las CTEs de origen 
murino, las CTEs humanas deben cultivarse sobre un sustrato celular o bien una 
matriz proteica junto con el hrbFGF para mantener su estado de pluripotencia, lo 
que permite que las células crezcan formando colonias de bordes bien definidos y 
mantengan su estado no diferenciado. Las células fueron cultivadas según lo 
descrito en el trabajo de Hovatta (Hovatta et al., 2003). Las placas de cultivo 
fueron tratadas con matrigel (1:60) y las células fueron mantenidas con medio de 
cultivo condicionado obtenido a partir de una línea de fibroblastos humanos 
fetales comercial (ATCC® CRL-2429) que previamente habían sido inactivados con 
mitomicina C (10 µg/mL) durante 3h a 37 °C. El medio condicionado obtenido a 
partir del cultivo de fibroblastos fetales inactivados (ATCC®; CRL-2429™) que 
liberan al medio FGF, está constituido por medio de cultivo DMEM 
KnockOut™(Gibco, 10829-018) con 20% de reemplazante de suero (Gibco, 10828-
028), L-Glutamina 2 mM (Gibco, 25030-032), aminoácidos no esenciales 2mM 
(Gibco, 11140-035), penicilina 50 U/mL y estreptomicina 50 μg/mL (Gibco, 15140-
122), 2-Mercaptoethanol 0,1 mM (Gibco, 31350-010) y al que posteriormente se 
le suplementó con hrbFGF 8 ng/mL (R&D System, 234-FSE), para mantener las 
células HS181 que son incubadas a 37°C y 5% de CO2.  




 MSUH-001: Línea de iPSCs obtenida en el Biobanco del ISCIII (Ministerio de 
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad). Estas células fueron cultivadas según lo 
descrito para las células HS181. 
 INS-1E: Línea celular derivada de un insulinoma de rata inducido por irradiación 
de rayos X por el grupo de Volheim  en la Universidad de Ginebra, Suiza (Asfari 
et al., 1992), que más tarde conseguirían aislar células INS-1E clonales de las 
células parentales (Merglen et al., 2004), fueron generosamente cedidas por F.J 
Bedoya (CABIMER Sevilla, España). Estas células presentan la ventaja de un 
fenotipo celular diferenciado beta estable en 116 pases y son capaces de secretar 
insulina en respuesta a concentraciones elevadas de glucosa, con una respuesta 
similar a la de los islotes pancreáticos de rata (Merglen et al., 2004). Esta línea 
fue utilizada para las pruebas de optimización del análisis funcional con miRNAs. 
Las células INS-1E fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI 1640 GlutaMAX™ 
(Gibco, 61870) con 10% de suero fetal bovino inactivado (FBS: Lonza, DE14-801F) 
y suplementadas con HEPES 10 mM (Gibco, 15630-056), piruvato 1 mM (Gibco, 
11360-039), 2-mercaptoetanol 0,02 mM (Invitrogen, 31350-010), penicilina 100 
U/mL y estreptomicina 100 µg/mL (Gibco) e incubadas a 37°C y 5% de CO2. 
3.2.2. Protocolo de diferenciación celular 
Las líneas celulares pluripotentes fueron mantenidas en cultivo en condiciones de no 
diferenciación como se ha descrito previamente y fueron inducidas a diferenciarse 
mediante un protocolo de diferenciación diferente para células de origen murino y 
humano. 
 Diferenciación de CTEs murinas: El proceso de diferenciación dirigida se inicia 
con la formación de EBs a partir de una suspensión de células no diferenciadas 
(1.000 células/µL), mediante la técnica de gota colgante que consiste en cultivar 
células  con medio de cultivo DMEM GlutaMAX™ (Gibco, 32430), suplementado 
con penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 µg/mL (Gibco, 15140), 2 mM 




aminoácidos no esenciales (Invitrogen, 25030-024) y 2-mercaptoetanol 0,1 mM 
(Invitrogen, 31350-010), retirando el LIF y formando gotas de 30 µL, que se dejan 
suspendidas sobre la tapa de una placa de Petri e incubadas a 37°C y 5% de CO2  
durante 2 días, lo que impide la adhesión de las células a la placa y les permite en 
cambio agregarse entre sí para formar los EBs, con una estructura tridimensional 
simulando el proceso del desarrollo embrionario para la formación de  tejidos de 
las principales capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo. Después 
de este proceso los EBs fueron recolectados y separados de células muertas que 
quedan en el sobrenadante mediante centrifugación durante 5 minutos a 800 
rpm y los EBs se sembraron en placas adherentes previamente tratadas con 
gelatina. Después, fueron cultivados en adherencia con medio de diferenciación 
pancreático-I constituido por DMEM GlutaMAX™ (Gibco, 32430) con 5% de suero 
fetal bovino inactivado (FBS: Lonza, DE14-801F), suplementado con penicilina 100 
U/mL y estreptomicina 100 µg/mL (Gibco, 15140), aminoácidos no esenciales 2 
mM (Invitrogen, 25030-024) y 2-mercaptoetanol 0,1 mM (Invitrogen, 31350-010) 
y medio de diferenciación pancreático-II constituido por DMEM/F12 GlutaMAX™ 
(Gibco, 10565-018), suplementado con penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 
µg/mL (Gibco, 15140). El primer día el medio de diferenciación-I fue 
suplementado con activina A 100 ng/mL (R&D Systems, 338-AC) y el segundo día 
se añadió al medio el ácido retinoico 1 μM (Sigma, R2625) para inducir la 
formación del endodermo definitivo. Durante los siguientes 4 días el medio fue 
suplementado con el hrbFGF 10 ng/mL (R&D Systems, 234-FSE) para inducir el 
endodermo pancreático. Por último, para expandir los precursores de las células 
productoras de insulina y conseguir su maduración, las células fueron cultivadas 
con medio de diferenciación pancreático-II suplementado con los factores 
hrbFGF 10 ng/mL (R&D Systems, 234-FSE), laminina 1 µg/mL (Sigma, L2020) y 
nicotinamida 10 mM (Sigma, N0636) y los suplementos N2 (Gibco, 17502-048) y 




B27 (Gibco, 17504-044), durante los últimos 4 días del protocolo de 
diferenciación.  
 Diferenciación de CTEs e iPSCs humanas: El proceso de diferenciación dirigida se 
llevó a cabo mediante un protocolo de diferenciación establecido en nuestro 
laboratorio de aquí en adelante protocolo CABIMER (Pezzolla et al., 2015). Para 
ello, ambas líneas celulares fueron sembradas en placas previamente tratadas 
con matrigel a una densidad de 2.500 células/cm2, que fueron mantenidas en 
cultivo con medio de no diferenciación hasta conseguir un 80% de confluencia 
durante 8-10 días. El medio de diferenciación-I constituido por RPMI 1640 
GlutaMAX™ (Gibco, 61870) con concentraciones crecientes de 0 a 2% de FBS 
(Lonza, DE14-801F), suplementado con Penicilina 50 U/mL y estreptomicina 50 
μg/mL (Gibco, 15140) y el medio de diferenciación-II está constituido por DMEM 
KnockOut™ (Gibco, 10829-018) con reemplazante de suero 12% (Gibco, 10828-
028), suplementado con L-Glutamina 2 mM, aminoácidos no esenciales 0,2 mM 
(Invitrogen, 25030-024), penicilina 50 U/mL y estreptomicina 50 μg/mL (Gibco, 
15140) y 2-mercaptoethanol 0,1 mM (Invitrogen, 31350-010) para la maduración 
de los islotes pancreáticos. Brevemente, para inducir el mesendodermo se utilizó 
el primer día el medio de diferenciación-I suplementado con activina A 100 
ng/mL (R&D Systems, 338-AC) y Wnt3a 25 ng/mL (R&D Systems, 1324-WN); el 
segundo día se retiró el factor Wnt3a y el medio fue suplementado con un 0,2% 
de FBS y desde el tercer día en adelante se utilizó el mismo medio añadiendo FBS 
2%. La activina A fue añadida diariamente durante los primeros 5 días para la 
obtención del endodermo definitivo. Para inducir el endodermo pancreático, se 
añadieron al medio de cultivo el ácido retinoico 2 μM (Sigma, R2625) y el hrbFGF 
64 ng/mL (R&D Systems, 234-FSE) durante 3 días. Para enriquecer el endodermo 
pancreático a expensas de otros derivados endodérmicos se añadió al medio de 
cultivo la nogina 50 ng/mL (R&D Systems, 6057-NG) durante 3 días y después 
ciclopamina 0,25 μM (Calbiochem, 239804) durante los siguientes 3 días. En este 




punto de la diferenciación las células fueron disociadas mecánicamente para 
pasar de un cultivo en adherencia a un cultivo en suspensión necesario para 
promover la agrupación de las células en estructuras tridimensionales o clusters 
similares a los de los islotes pancreáticos. Para el cultivo en suspensión se utilizó 
el medio de diferenciación-II suplementado con fibronectina 5 μg/mL (Sigma, 
F0895) y una mezcla de insulina 0,85 mM, transferrina 0,035 mM y selenio 0,02 
mM (ITS; Gibco, 51300) durante 8 días. Finalmente, para incrementar la 
maduración de las células beta pancreáticas se añadió al mismo medio de cultivo 
el resveratrol 75 μM (Sigma, R5010) durante los 2 últimos días de diferenciación. 
3.3. Análisis Funcional de los miRNAs 
3.3.1.  Obtención de los miRNAs: Pool de miRNAs y 
miRNAs sintéticos 
El aislamiento de aquellos miRNAs endógenos específicos de un tejido o tipo celular 
concreto, de aquí en adelante “pool”, se lleva a cabo mediante un kit comercial 
(mirVana™ miRNA Isolation Kit Thermo Fisher Scientific, AM1560), que combina las 
ventajas de la extracción orgánica y fase sólida, evitando las desventajas de ambos. 
Utilizando este eficaz método basado en un filtro de fibra de vidrio (GFF) y consistente 
en filtrados secuenciales con diferente concentración de etanol 25 y 55%, con lo que se 
obtiene una fracción de RNA altamente enriquecida en especies de RNA de tamaño 
inferior a 200 nucleótidos. 
Siguiendo las indicaciones del kit de extracción, la disrupción de la muestra se lleva a 
cabo en una solución de lisis desnaturalizante. A continuación la muestra es sometida a 
una extracción en acido fenol-cloroformo (5:1) para su purificación, obteniéndose el 
RNA y eliminando la mayoría del DNA (Chomczynski y Sacchi, 1987). Para el aislamiento 
de RNA altamente enriquecido en pequeños RNAs, se añadió etanol 100% hasta llevar 
las muestras a una concentración final de etanol 25%. Cuando esta mezcla de lisado con 




el etanol fue filtrada a través de un filtro de fibra de vidrio, los grandes RNAs fueron 
inmovilizados y los pequeños RNAs recogidos en el filtrado. A continuación, la 
concentración del etanol se incrementó hasta el 55% y la mezcla fue filtrada a través de 
un segundo filtro de fibra de vidrio donde los pequeños RNAs fueron inmovilizados. 
Finalmente, este RNA fue lavado varias veces con solución de lavado, eluido en agua 
grado biología molecular libre de RNasas, DNasas y proteasas (5PRIME, 2500010) y 
almacenado a -80°C.  
Por otra parte, se pueden obtener comercialmente pequeños RNAs sintetizados 
químicamente que mimetizan con los miRNAs endógenos, denominados mimic-miR o 
bien pequeñas moléculas de RNA de cadena sencilla químicamente modificadas y 
diseñadas específicamente para unirse a los miRNAs endógenos inhibiéndolos, 
denominados anti-miR. Ambos permitirán el análisis funcional de los miRNAs mediante 
la sobreexpresión o inhibición de su actividad respectivamente. Para este estudio hemos 
analizado individualmente la función de los siguientes miRNAs (Tabla 3): 
miRBase ID NºAcceso miRBase Secuencia de los miRNAs Madura 
hsa-miR-7-5p MIMAT0000252 UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU 
hsa-miR-375 MIMAT0000728 UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA 
miR-148a-3p MIMAT0000243 UCAGUGCACUACAGAACUUUGU 
TABLA 3. Secuencia de los miRNAs maduros y acceso en la miRBase.  
3.3.2. Transfección de los miRNAs 
El mecanismo de transfección de las pequeñas moléculas de RNA tiene lugar mediante 
lipofección, proceso basado en una neutralización de cargas entre los lípidos catiónicos 
y los miRNAs polianiónicos, formándose complejos compactos, que serán transportados 
al interior de las células. Este complejo tiene afinidad por la membrana y permite la 
entrada del complejo en el citosol mediante endocitosis (entrada flip-flap), siendo 
liberados al citoplasma desde los liposomas. Existe un gran número de lípidos que se 
emplean en lipofección, aunque en todas ellos existe una estructura consenso de un 
lípido catiónico sintético, a partir de la cual se han diseñado formulaciones optimizadas 




para pequeñas moléculas de RNA mejorando la absorción efectiva. En nuestro estudio 
utilizamos el agente de transfección DharmaFECT1 (Dharmacon, T-2001-02).  
El proceso de transfección se inicia con la disociación de las células mediante métodos 
enzimáticos o mecánicos. A continuación, las células fueron diluidas en 1,6 mL de medio 
completo de cultivo (medio en el que son mantenidas las células), transfiriendo la 
suspensión celular a placas multipocillo e incubando bajo las condiciones de crecimiento 
normales hasta la adición de los complejos de transfección (37°C y 5% de CO2). Para 
formar los complejos en tubos separados, se preparó el miRNA mimic (miR-mimic) (tubo 
1) a la concentración deseada (20-200 nM) como se refleja en la Tabla 4 y se diluyeron 
2,5 µL del agente de transfección DharmaFECT1 (tubo 2), completando en ambos casos 
con medio de cultivo Opti-MEM hasta un volumen final de 200 µL. Después de 5 
minutos de incubación a temperatura ambiente (20-25°C), se mezcló el contenido del 
tubo 1 y 2, para un volumen total de 400 µL y esta mezcla fue incubada durante 20 
minutos a temperatura ambiente (20-25°C), para permitir la formación de los complejos 
de transfección, que fueron añadidos gota a gota sobre las células agitando suavemente 
la placa para asegurarnos de una distribución uniforme de los complejos de 
transfección. Por último, se incubaron las células con los complejos de transfección bajo 
las condiciones normales de crecimiento durante 12-24 horas hasta renovar el medio de 
cultivo. Las células fueron cultivadas entonces 3-7 días adicionales (4-8 días en total 




Tubo 2:  
Agente de Transfección 
 
 [nM] miR-mimic 66,7 µM Opti-MEM DharmaFECT1 Opti-MEM Medio Completo 
20 0,60 µL 199,4 µL 
2,5 µL 197,5 µL 1600 µL 
50 1,5 µL 198,5 µL 
100 3 µL 197 µL 
200 6 µL 194 µL 
TABLA 4. Concentración y volumen de los miRNAs específicos o pool de miRNAs utilizados. 
Para llevar a cabo el proceso de optimización del proceso de transfección y evaluar 
cualitativamente la eficiencia se utilizó un control positivo de transfección como es el 




control de transfección Dy547-labeled miRIDIAN mimic (Dharmacon, CP-004500) que 
permite una rápida visualización de la entrada de mimic-miRNAs en las células, ya que la 
transfección puede ser monitorizada y visualizada por epifluorescencia con microscopia 
óptica.  
3.4. Técnicas de biología molecular 
3.4.1. Extracción del RNA 
La extracción del RNA se llevó a cabo utilizando la técnica del TRIzol descrita por 
(Chomczynski y Sacchi, 1987). A partir de los muestras celulares o tejidos se procedió a 
la homogenización añadiendo 1 mL de TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific, 
15596026), utilizando la pipeta automática e incubando 5 minutos a temperatura 
ambiente (20-25°C). A continuación para conseguir la separación de fases que permita 
aislar el RNA, se añadieron 200 µL de cloroformo 99,2% (BDH, 22711.290),  agitando 
vigorosamente en vortex 15 segundos e incubando 2-3 minutos a temperatura 
ambiente (20-25°C) y se centrifugó a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4°C de forma 
que se consiguió obtener una fase inferior, una interfase de fenol-cloroformo y una fase 
superior acuosa que contenía el RNA, por lo que se recogió esta fase acuosa con 
precaución de no alterar las otras fases. 
La siguiente etapa comprende la precipitación del RNA con 500 µL de isopropanol 98,5% 
(SIGMA, I9392), para ellos se mezcló por inversión varias veces para precipitarlo 
incubando 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) y se centrifugó a 13.000 rpm 
durante 10 minutos a 4°C descartándose el sobrenadante resultante. 
Por último, se procedió a una fase de lavado del RNA. Para ello, se resuspendió en 1 mL 
de etanol 75% (Merck, 08543) para eliminar sales y se centrifugó a 13.000 rpm durante 
5 minutos a 4°C, descartando nuevamente el sobrenadante y secando el pellet a 
temperatura ambiente (20-25 °C) durante 10 minutos. Finalmente, se resuspendió el 




pellet en 10-20 µL de agua grado biología molecular libre de RNasas, DNasas y proteasas 
(5PRIME, 2500010). 
La cuantificación espectrofotométrica se llevó a cabo mediante Nanodrop (ND-100), 
empleándose como criterios de pureza del RNA el ratio 260/280 (1,8-2) y se 
mantuvieron los RNAs resultantes a -80°C hasta el momento de su utilización. 
3.4.2. Retrotranscripción o transcripción Inversa 
La transcripción inversa, transcripción reversa o retrotranscripción es una reacción que 
implica la generación de una cadena de DNA de doble cadena complementaria al RNA o 
miRNA de cadena simple.  
La síntesis del DNA complementario (cDNA) de los genes de interés tiene lugar a partir 
del RNA total, empleándose cebadores aleatorios y la enzima transcriptasa inversa del 
Virus de la Leucemia Murina Moloney (M-MLV). La síntesis se realizó siguiendo las 
recomendaciones del fabricante en tubos de microcentrífuga estériles. En primer lugar, 
se constituyó la mezcla de 1 µg del RNA total y 1 µL de cebadores aleatorios o random 
primers (Promega, C118A), completándose hasta un volumen final de 10 µL con agua 
grado biología molecular libre de RNasas, DNasas y proteasas (5PRIME, 2500010). A 
continuación, se desnaturalizó a 70°C durante 5 minutos para eliminar las estructuras 
secundarias enfriándose inmediatamente a 4°C para prevenir la reformación de 
estructuras secundarias. En segundo lugar, se añadieron 15 µL de la mezcla de reacción 
con los componentes detallados en la Tabla 5, para el alineamiento cebador/muestra, 
finalmente se mezclaron todos los componentes agitando suavemente y el tubo se 
incubó a 37 °C durante 60 minutos. 
 
 




Mezcla de Reacción Volumen (µL ) Concentración 
Solución de reacción M-MLV RT 5x (Promega,M531A) 5 1x 
dNTPs 10mM (Bioline, BIO39029)  1,25 0,5 mM 
Inhibidor RNasas 40 U/ µL (Promega, N211B) 0,6 1 U/µL 
M-MLV RT 200U/ µL (Promega, M170A) 0,5 4 U/µL 
cDNA 100 ng/µL 10 40 ng/µL 
Agua grado biología molecular (5PRIME, 2500010) 7,65  
Volumen Final 25  
TABLA 5. Descripción de los reactivos y concentraciones de los mismos utilizadas durante la 
transcripción inversa del RNA. 
La síntesis del cDNA de los miRNAs de interés tiene lugar a partir del RNA total 
ajustando su concentración a 5 ng/µL y se utiliza el kit de síntesis universal de cDNA 
para miRNAs (Exiqon, 203301), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para ello, 
se incuba la mezcla de reacción (Tabla 6) a 60°C durante 1 hora, transcurrido este 
tiempo se inactiva la reacción enzimática aumentando la temperatura hasta los 95°C 
durante 5 minutos e inmediatamente se enfría a 4°C. 
Mezcla de Reacción Volumen (µL ) Concentración 
Solución de reacción 5x (Exiqon, 203300-04) 2 1x 
Mezcla enzimática 10x (Exiqon, 203300-03) 1 1x 
RNA total 100 ng/µL 2 20 ng/µL  
Agua grado biología molecular (Exiqon, 203300-01) 5  
Volumen Final 10  
TABLA 6. Descripción de los reactivos y concentraciones de los mismos utilizadas durante la 
transcripción inversa de los miRNAs. 
3.4.3. Reacción en cadena de la polimerasa con 
transcriptasa Inversa (RT-PCR) 
Realizada la transcripción inversa a partir del cDNA obtenido de una secuencia 
especifica del RNA de los genes de interés, se obtuvieron múltiples copias mediante la 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), un método enzimático de síntesis in vitro. 
La RT-PCR se llevó a cabo con un volumen final de 20 µL y se emplearon los siguientes 
componentes (Tabla 7): 




Mezcla de Reacción Volumen (µL) Concentración 
Solución de reacción 10x (Bioline, BIO-37025) 2 1x 
MgCl2 50Mm (Bioline, BIO-37026) 0,6 1,5 mM 
dNTPs 10mM (Bioline, BIO-39028) 0,4 0,2 mM 
BIOTAQ™ 5 U/µL (Bioline,BIO-21040) 0,2 0,05 U/µL 
Cebadores 5 µM 2 500 nM 
cDNA 10 ng/µL 4 2 ng/µL 
Agua grado biología molecular (5PRIME, 2500010) 10,8  
Volumen Final 20  
TABLA 7. Composición de la mezcla de reacción utilizada para llevar a cabo la RT-PCR. 
La secuencia de los cebadores de los genes de interés utilizados se detallan en la Tabla 
8, analizándose la expresión de Oct4, Nanog y Sox2 como marcadores de expresión de 
pluripotencia; Sox17, Foxa2, Pdx1, Neurog3, Nkx6.1, Pax6, Pax4, Ptf1, Mist1, Gcg, Ins-I, 
Ppy, Sst, Amy2a5 y Ctrb1 como marcadores de expresión del desarrollo pancreático; 
Sox7 como marcador de endodermo temprano; Sox1 y Brachyury como marcadores 
ectodérmico y mesodérmico respectivamente; y se usaron como genes de referencia 
Tbp y Actb: 













































La tabla continúa en la página siguiente 
















































Tbp* Tataa Biocenter’s 174 
TABLA 8. Lista y secuencia de cebadores usados para RT -PCR y qPCR de las CTEs murinas. Cebador F: 
cebador sentido; cebador R: cebador antisentido. *Cebador del panel de genes de referencia 
humanos comerciales suministrados por Tataa Biocenter's (Gotemburgo, Suecia). 
La reacción se realizó con los siguientes parámetros, una desnaturalización inicial 
realizada a 95°C durante 15 minutos seguida de 26 ciclos de una RT-PCR de 3 etapas 
para la hibridación y extensión: 95°C 1 minuto, 60°C 1 minuto y 72°C 1 minuto. 
Finalmente se llevó a cabo una elongación final a 72°C durante 10 minutos. 
El análisis de los productos de amplificación obtenidos se realizó mediante 
electroforesis (100 mV) en geles de agarosa 2% teñidos con GelRed (Biotium, 41003), 
que fueron sumergidos en tampón TAE 1x (5PRIME, 2500060). Para la visualización de la 
banda de amplificación, los geles fueron sometidos a luz ultravioleta en el 
transiluminador (Gel Doc XR+ System, Bio-Rad Laboratories, CA, EEUU) y las imágenes 
fueron tomadas y archivadas con el software Quantity One 4.6. 
 
La tabla viene de la página anterior 




3.4.4. PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) 
La PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) es una variación de la PCR estándar descrita 
previamente, utilizada para la cuantificación del DNA o RNA de una muestra, mediante 
el método cuantificación relativa normalizada respecto a un gen de referencia. La 
cuantificación de genes de interés en nuestro estudio se llevó a cabo en un volumen 
final de 20 μl y por triplicado para cada muestra y se emplearon los siguientes 
componentes (Tabla 9): 
Mezcla de Reacción Volumen (µL) Concentración 
SensiFAST™ SYBR® Lo-ROX Kit  10x (Bioline, 94020) 10 1x 
Cebadores 5 µM  1,6 400 nM 
cDNA 10 ng/µL 4 2 ng/µL 
Agua grado biología molecular (5PRIME, 2500010) 4,4  
Volumen Final 20  
    TABLA 9. Composición de la mezcla de reacción utilizada para llevar a cabo la qPCR. 
La reacción se realizó con los siguientes parámetros, una desnaturalización inicial 
realizada a 95°C durante 2 minutos seguida de 40 ciclos de una qPCR de 2 etapas para la 
hibridación y extensión, durante la cual se recogen los datos de fluorescencia emitidos 
por los fluoróforos de las sondas en cada uno de los ciclos: 95°C durante 5 segundos y 
60°C durante 1 minuto.  
La principal limitación de las sondas inespecíficas como el SYBR GREEN es que al unirse 
al total de ácidos nucleicos en la reacción de la qPCR, emiten una señal luminosa tanto 
para productos específicos como para aquellos que no lo son como pueden ser los 
dímeros de los oligonucleótidos. Para hacer frente a esta situación realizó un análisis de 
los resultados en la curva de fusión (Curva de disociación o curva de melting). Este 
análisis permite que los productos no específicos puedan ser discriminados de los 
productos amplificados específicos. Los resultados de la qPCR se analizaron con el ViiA™ 
7 Software (Applied Biosystems). Los cebadores utilizados para las muestras del cDNA 
de las CTEs murinas se detallan previamente en la Tabla 8, utilizándose como gen de 




referencia Tbp y los cebadores utilizados para las muestras del cDNA de las CTEs 
humanas están detallados en la siguiente Tabla 10, utilizando en este caso como genes 
de referencia RPLP, ACTB y TUBB:  
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TUBB* Tataa Biocenter’s 150 
RPLP* Tataa Biocenter’s 161 
TABLA 10. Lista y secuencia de cebadores usados para qPCR de genes de las CTEs humanas. Cebador 
F: cebador sentido; cebador R: cebador antisentido. *Cebador del panel de genes de referencia 
humanos comerciales suministrados por Tataa Biocenter's (Gotemburgo, Suecia). 
La qPCR para el análisis de los miRNAs se llevó a cabo en un volumen final de 10 μl y por 
triplicado para cada muestra y se emplearon los siguientes componentes (Tabla 11): 
Mezcla de Reacción Volumen (µL) Concentración 
ExiLENT SYBR® Green master mix 10x (Exiqon, 94020) 5 1x 
Cebadores 10x5x 1 1x 
cDNA  0,25 ng/µL 4 0,1 ng/µL 
Volumen Final 10  
TABLA 11. Composición de la mezcla de reacción ut ilizada para llevar a cabo la qPCR. 
La reacción se llevó a cabo con los siguientes parámetros, una desnaturalización inicial 
realizada a 95°C durante 10 minutos seguida de 40 ciclos de una qPCR de 2 etapas para 
la hibridación y extensión, durante la cual se recogen los datos de fluorescencia 
emitidos por los fluoróforos de las sondas en cada uno de los ciclos: 95°C durante 10 
segundos y 60°C durante 1 minuto. Realizándose como se describió previamente un 
análisis de especificidad de los resultados con la curva de disociación y los resultados de 
la qPCR se analizaron también con el ViiA™ 7 Software (Applied Biosystems). Los 
cebadores utilizados se obtuvieron de Exiqon y se detallan en la siguiente Tabla 12, 
empleándose como gen de referencia un pequeño RNA nucleolar, SNORD48 o RNU48: 
miRNA Nº Acceso Secuencia del cebador (5’-3’) Nº Catálogo 
hsa-miR-7-5p MIMAT0000252 UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU 205877 
hsa-miR-15a-5p MIMAT0000068 UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG 204066 
hsa-miR-15b-5p MIMAT0000417 UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA 204243 
hsa-miR-16-5p MIMAT0000069 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG 205702 
hsa-miR-26a-5p MIMAT0000082 UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU 206023 
hsa-miR-29a-3p MIMAT0000086 UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA 204698 
hsa-miR-29b-3p MIMAT0000100 UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU 204679 
hsa-miR-29c-3p MIMAT0000681 UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA 204729 
La tabla viene de la página anterior 
La tabla continúa en la página siguiente 




hsa-miR-30d-5p MIMAT0000245 UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG 206047 
hsa-miR-148a-3p MIMAT0000243 UCAGUGCACUACAGAACUUUGU 205867 
hsa-miR-195-5p MIMAT0000461 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC 205869 
hsa-miR-200a-3p MIMAT0000682 UAACACUGUCUGGUAACGAUGU 204707 
hsa-miR-200c-3p MIMAT0000617 UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA 204482 
hsa-miR-375 MIMAT0000728 UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA 204362 





TABLA 12. Lista y secuencia de cebadores usados para qPCR de los miRNAs. 
El análisis por PCR en tiempo real se ha realizado de manera relativa, este tipo de 
cuantificación mide los cambios en el estado basal de un gen de interés respecto a un 
gen de expresión constante que actúa como control endógeno o constitutivo. Debido a 
que no se conoce la cantidad absoluta del estándar interno, sólo se pueden determinar 
los cambios relativos del gen de interés con referencia al gen endógeno. Es necesario 
normalizar los datos entre el valor que se obtiene para el gen blanco y el del gen 
endógeno, de tal manera que los valores resultantes sean reflejo de los cambios de 
expresión del gen y no de las diferencias en la cantidad de muestra añadida. La 
normalización de la expresión génica se llevó a cabo mediante el método comparativo 
de Ct (2-∆∆Ct)(Livak y Schmittgen, 2001). Este método es un modelo matemático que 
calcula los cambios de expresión génica como un cambio relativo en ésta (número de 
veces) entre una muestra experimental o gen de interés y un calibrador o gen 
endógeno, cuyas eficiencias de amplificación (E) deben ser comparables. Se obtienen los 
valores de ∆Ct = (Ctgen-Ctendógeno) y la cantidad relativa en cada muestra viene definida 
por la siguiente fórmula: 2-(∆Ct, r-∆Ct, cb) =2-∆∆Ct , donde r es la muestra de referencia y cb la 
muestra calibrador. 
3.4.5. Microarray de expresión génica de miRNAs 
El microarray utilizado en este estudio presenta un formato de 8x15K, esto implica que 
en un solo porta (slide) se integran 8 arrays individuales impresos utilizando la 
tecnología Agilent's 60-merSurePrint technology, permitiendo así analizar 8 ensayos 
distintos de un solo color en un mismo cristal. A su vez, cada array incluye 
La tabla viene de la página anterior 




aproximadamente 15.000 sondas diseñadas a partir de la información existente en la 
base de datos Sanger miRBase. Las sondas son oligonucleótidos de 60-mer directamente 
sintetizados sobre el slide. El microarray fue realizado por la unidad de apoyo de 
Genómica de CABIMER utilizando los protocolos y las recomendaciones del fabricante 
para este tipo de array. En el Human microRNA Microarray están representados 939 
miRNAs (850 humanos y 89 virales). La mayoría de estos miRNAs tiene en la placa varios 
cebadores para detectarlos, aumentando la especificidad. El resto de sondas son 
controles replicados varias veces y en varias posiciones dentro de cada array, los cuales 
el fabricante Agilent no recomienda que se utilicen para normalizar sino únicamente 
para evaluar la eficiencia del marcaje e hibridación. Los datos de intensidad de 
fluorescencia de cada uno de las sondas han sido obtenidos mediante el software 
GenePix Pro 7.0. Posteriormente, se corrigió el ruido de fondo (background) mediante el 
algoritmo normexp (Ritchie et al., 2007) y se ha realizó una normalización entre arrays 
por cuantiles. Finalmente, las sondas que se corresponden con un mismo miRNA han 
sido sumariadas mediante la mediana de los respectivos datos de expresión 
normalizados. Una vez hecho, esto se aplicó el test estadístico limma (Smyth, 2004) para 
el estudio de la expresión diferencial en las distintas condiciones experimentales y se 
representaros los resultados mediante Heatmap, que consiste en una representación 
gráfica de los datos a partir de valores individuales contenidos en una matriz 
representada con una escala de colores, elaborado con el software libre para análisis 
estadístico R.  
Como se puede apreciar de forma esquematizada en la Figura 11, los resultados 
significativamente estadísticos del análisis de expresión de los miRNAs mediante 
microarray deben ser validados, para ello normalmente se utilizan una serie de técnicas 
como qPCR, Northern blotting (NB), Western Blotting (WB) e incluso el uso de múltiples 
plataformas de microarrays, siendo la herramienta de validación más ampliamente 
utilizada la qPCR para confirmar los datos de expresión génica obtenidos. 





FIGURA 11. Pasos comunes empleadas para garantizar la calidad y la validez de los resultados de 
microarrays. Desde un punto de vista de control de calidad, las réplicas deben realizarse usando 
muestras de RNA preparadas al mismo tiempo en las mismas condiciones. Para verificar los 
resultados generados del experimento de microarray, normalmente es necesario un enfoque 
combinatorio que incluye comprobar la significación estadística asociada a los niveles de expresión 
de específicos miRNAs, revisar la literatura y la realización de experimentos adicionales tales como 
qPCR, NB o WB. 
3.4.6. Hibridación in situ (ISH) de miRNAs 
La hibridación in situ (ISH) nos permite visualizar secuencias de DNA o RNA en el interior 
de la célula, mediante la hibridación de fragmentos marcados del DNA de una hebra o 
RNA con secuencias complementarias (sondas) al DNA o RNA celular, que en 
condiciones apropiadas forman híbridos estables. En este estudio empleamos una 
técnica de ISH con sondas marcadas no radiactivas para la visualización de los miRNAs 
de interés, siguiendo las recomendaciones de la casa comercial (Affymetrix). 
Brevemente, las muestras celulares se fijaron en paraformaldehído 4% durante 1 hora y 
a temperatura ambiente (20-25°C), después de 3 lavados se realizó un pretratamiento 
de la muestra, en primer lugar con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) 
durante 1 hora a temperatura ambiente (20-25°C) para mejorar la fijación, ya que 
inmoviliza irreversiblemente los miRNAs formando enlaces más estables y 




posteriormente un  tratamiento con detergentes durante 10 minutos y proteasas otros 
10 minutos, para facilitar la accesibilidad al miRNA de interés, lavando 3 veces con 
tampón fosfato salino (PBS) entre ambos y finalmente con una solución de lavado. 
Realizado este tratamiento previo se procedió a la amplificación y detección de los 
miRNAs, para ello antes de realizar la hibridación con la sonda marcada específica, se 
llevó a cabo un proceso de acondicionamiento incubando la muestra con una solución 
preamplificadora durante 1 hora a 40°C y después de 3 lavados con solución de lavado, 
una nueva incubación con una solución amplificadora durante 1 hora a 40°C, volviendo 
a lavar 3 veces. Tras lo cual se procedió a la hibridación con la sonda durante 1 hora a 
40°C y se realizaron 3 lavados de las muestras hibridadas para remover sondas no 
específicas. La etapa final de la ISH conlleva la detección de la sonda conjugada con 
fosfatasa alcalina, mediante una reacción colorimétrica con un sustrato cromogénico 
como es el Fast Red, visualizándose el complejo como un precipitado rojo y la 
incubación de las muestras durante 5 minutos con Hoechst33342 1 µg/mL (Sigma, 
B2261), para marcar los núcleos. 
3.4.7. Extracción de proteínas 
Para obtener los extractos proteicos totales, las muestras celulares se lavaron con PBS y 
se añadió el tampón de ensayo de radioinmunoprecipitación (RIPA buffer; Sigma, 
R0278), suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas 1x (SIGMA, 
11697498001), incubando las muestras a 4°C durante 20 minutos, mezclando cada 5 
minutos por vortex. A continuación, se centrifugó a 13.000 rpm a 4°C durante 10 
minutos y se recogió el sobrenadante que contiene el extracto de proteínas totales. La 
determinación de la concentración de proteínas en los distintos extractos proteicos se 
realizó espectrofotométricamente, mediante el método colorimétrico Bradford 
(Bradford, 1976). Como estándar se utilizó la albúmina sérica bovina (BSA: Sigma, 
A4503), en concentraciones seriadas de 0, 125, 250, 500, 1000 y 1400 (µg /mL). Sobre 
una placa multipocillo se añadieron 5 µL de cada una de las concentraciones de BSA por 




triplicado, así como de cada una de las muestras con diluciones 1/10 y se añadieron 250 
µL del reactivo Bradford (Sigma, B6916) sobre cada uno de los pocillos. La placa fue 
incubada 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en agitación, momento en que 
se cuantificó la absorbancia producida a una longitud de onda de 595 nm en un lector 
de placas (Varioskan, Thermoelectron Corporation) y la concentración de proteínas se 
determinó mediante la extrapolación a partir de la curva de regresión generada con la 
curva estándar de BSA.  Finalmente, las proteínas fueron almacenadas a -20°C hasta ser 
utilizadas. 
3.4.8. Electroforesis en SDS-PAGE 
Los extractos proteicos (20-50 μg, según la proteína a analizar) se suspendieron en 
solución Laemmly (Tris-HCl 312,5 mM pH 8,5, SDS 5%, Glicerol 25%, azul de bromofenol 
0,015% y 2-mercaptoetanol 2,5%), calentándose a 98°C durante 10 minutos para 
desnaturalizar las estructuras proteicas y enfriando rápidamente a 4°C para mantener 
las proteínas desnaturalizadas. Las proteínas se separaron mediante electroforesis en 
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE, 8-12%), utilizando un sistema de electroforesis 
vertical (Mini Protean-3, Bio-Rad Laboratories, CA, EEUU) y un tampón compuesto por 
Tris-HCl 5mM, Glicina 50 mM, SDS 0,2% y pH 8,3. Así mismo, se utilizó un marcador de 
peso molecular (Thermo Fisher Scientific, 11834544). La electroforesis se llevó a cabo a 
120 V (voltaje constante). Una vez terminada la electroforesis los geles SDS-PAGE se 
sometieron a electrotransferencia e inmunodetección. 
3.4.9. Transferencia e inmunodetección de las 
proteínas: Western Blot (WB) 
Las proteínas separadas en geles de SDS-PAGE fueron transferidas electroforéticamente 
a membranas de PVDF (GE Healthcare, 10600023), mediante transferencia húmeda. Las 
membranas fueron activadas sumergiéndolas en metanol durante 15 segundos y 
posteriormente en el tampón de transferencia (Trizma-base 0,3%, glicina 1,4%, SDS 




0,03% y metanol 20%). En dicho tampón también se introdujeron las esponjas y los 
filtros Whatman (GE Healthcare, 3030-153), utilizados posteriormente para montar el 
sistema de transferencia junto con las rejillas del equipo de transferencia (Trans-Blot 
Transfer Cell, BIORAD), la cual se llevó a cabo aplicando amperajes de 90 mA durante 18 
horas o 250 mA durante 3 horas. A continuación, las membranas se bloquearon durante 
2 horas a temperatura ambiente (20-25°C) o durante 18 horas a 4°C en agitación 
constante con leche desnatada 5% (Sveltesse, Nestleen) en TBS-T (TBS, Tween-20 0,1%). 
La incubación de las membranas con el anticuerpo (Ab) primario (Tabla 13) se llevó a 
cabo en la solución de Ab (TBS-T suplementado con BSA 5%) a 4°C durante 18 horas. 
Tras la incubación las membranas fueron lavadas 3 veces con TBS-T e incubadas con el 
correspondiente Ab secundario (Tabla 13) en la solución de Ab a temperatura ambiente 
(20-25°C) durante 1 hora. Después de lavar 3 veces con TBS-T las membranas de PVDF 
se revelaron, con el reactivo de Amersham ECL Plus (Millipore) que permitió visualizar la 
luminiscencia generada como consecuencia de la inmunodetección. Para ello, las 
membranas fueron incubadas durante 30 segundos con ECL Plus (GE Healthcare, 
RPN2133) y fueron colocadas en un cassette de revelado (Hypercassette, Amersham 
Biosciences), depositándose sobre las membranas las películas fotográficas (GE 
Healthcare, 28906844), que fueron reveladas automáticamente en la máquina 
reveladora (Amersham Biosciences). La intensidad de la banda obtenida como resultado 
del revelado se relaciona proporcionalmente con la luminiscencia emitida tras la 
inmunodetección. 
Ab primario Antígeno Enzima asociada Dilución Referencia 
Anti-OCT4 OCT4 Mouse Monoclonal 1/1000 BDBiosciences, 611202 
Anti-SOX2 SOX2 Mouse Monoclonal 1/2500 R&D Systems, MAB2018 
Anti-NANOG NANOG Mouse Monoclonal 1/4000 Bethyl, A300-397A 
Anti-ACTB β-ACTINA Mouse Monoclonal 1/10000 Sigma, A5441 
Ab secundario Antígeno Enzima asociada Dilución Referencia 
Anti-Mouse IgG Mouse HRP Peroxidasa 1/20000 Jackson, 115-035-003 
TABLA 13. Listado de anticuerpos utilizados en los ensayos de WB llevados a cabo con las CTEs. En la 
tabla se describe el Ab, dilución utilizada y referencia del producto.  




3.4.10. Inmunofluorescencia (IF) 
Las células sembradas en placas de cultivo, se lavaron con PBS y fueron fijadas con 
paraformaldehído 4% (Sigma, P6148) durante 20 minutos a temperatura ambiente (20-
25°C), después de un lavado con la solución de lavado (BSA 0,1% en PBS) fueron 
permeabilizadas con el detergente Triton® X-100 0,5% (Sigma, T8787) en PBS durante 5 
minutos. A continuación, se incubaron en la solución de bloqueo (BSA 4% y Triton® X-
100 0,3% en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente (20-25°C). 
Para la inmunodetección, las células se incubaron en la solución de dilución del Ab (BSA 
1% Triton® X-100 0,3% en PBS) junto con el Ab primario (Tabla 14) a 4°C durante 18 
horas. Posteriormente, se lavaron 3 veces con solución de lavado (0,1% BSA en PBS) y se 
incubaron con el Ab secundario (Tabla 14) diluido en la solución de dilución de Ab 
durante 1 hora a temperatura ambiente (20-25°C). A continuación, las células se lavaron 
3 veces con solución de lavado y se incubaron durante 5 minutos con Hoechst33342 1 
µg/mL (Sigma, B2261) para marcar los núcleos. Finalmente, tras lavar 1 vez con PBS 
como se indica con más detalle en el apartado 3.6, la fluorescencia se analizó mediante 
microscopia. 
Ab primario Antígeno Enzima asociada Dilución Referencia 
Anti-OCT4 OCT4 Mouse Monoclonal 1:250 BDBiosciences, 611202 
Anti-SOX2 SOX2 Mouse Monoclonal 1:500 R&DSystems, MAB2018 
Anti-FOXA2 FOXA2 Goat Policlonal 1:500 R&DSystems, AF2400 
Anti-PDX1 PDX1 Goat Policlonal 1:500 R&DSystems, AF2419 
Anti-NKX6.1 NKX6.1 Mouse Monoclonal 1:250 R&DSystems, MAB5857 
Anti-INSULINA INSULINA GuineaPig Policlonal 1:500 Dako, A0564 
Anti-PÉPTIDO-C PÉPTIDO-C Mouse Monoclonal 1:500 Millipore,05-1109 
Ab secundario Antígeno Enzima asociada Dilución Referencia 
Anti-Mouse IgG Mouse Alexa Fluor®594 1:1000 Invitrogen, A11032 
Anti-Mouse IgG Mouse Alexa Fluor®488 1:1000 Invitrogen, A11029 
Anti-Goat igG Goat Alexa Fluor®488 1:1000 Invitrogen, A11055 
Anti-Guinea Pig IgG GuineaPig DyLight 549 1:4000 Rockland, 606-142-129 
TABLA 14. Listado de anticuerpos utilizados en los ensayos de IF llevados a cabo con las CTEs. En la 
tabla se describe el Ab, dilución utilizada y referencia del producto. 




3.4.11. Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 
(ELISA) 
Para el análisis de secreción de insulina y péptido C de las CTEs diferenciadas a células 
productoras de insulina, las células fueron tratadas según el protocolo de diferenciación 
y después de un lavado con PBS se incubaron a 37°C durante 1 hora con una solución de 
KREBS (NaCl 129 mM, KCl 4,8 mM, NaHCO3 5 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM, 
CaCl2 1 mM, HEPES 10 mM y BSA 0,1% pH 7,4) sin glucosa. Las células se incubaron 
durante 1 hora a 37°C con una solución de KREBS que contenía diferentes 
concentraciones de glucosa (2-20 mM) y finalmente se incubaron las células con KCl (30 
mM), que puede ser usado para la estimulación de liberación de insulina, puesto que 
desencadena la despolarización parcial de células beta pancreáticas al reducir la 
permeabilidad al K+. La despolarización da lugar a la apertura de canales de calcio 
dependientes de voltaje y el resultante influjo de Ca2+, que ocasiona la liberación de 
insulina. Los sobrenadantes después de cada estimulación fueron recolectados y los 
niveles de insulina y péptido C se midieron por duplicado en 3 réplicas usando el kit 
comercial para ensayo de ELISA de insulina humana (Mercodia, 10-1132-01) y péptido C 
humano (Mercodia, 10-1141-01) y según el protocolo de la casa comercial. 
3.4.12. Fosfatasa alcalina 
Para la utilización de la fosfatasa alcalina se utilizó un kit de tinción (Stemgent, 00-0055) 
siguiendo las indicaciones del fabricante. Previo a la tinción, las células fueron fijadas. 
Para ello se retiró el medio de cultivo y se lavó cada pocillo con 2 mL de PBS. Luego se 
agregó 2 mL de solución de fijación durante 2-5 minutos a temperatura ambiente (24°C) 
y se retiró para luego lavar con 2 mL de PBS. Se procedió a la tinción añadiendo 1,5 mL 
de solución reactiva de la fosfatasa alcalina incubando las células en oscuridad durante 
5-15 minutos, finalmente se retiró la solución reactiva de la fosfatasa alcalina y se lavó 
con 2 mL de PBS. La expresión de la fosfatasa alcalina quedo reflejada por una tinción 
roja o purpura de las células observadas en el microscopio invertido. 





La visualización de las células se realizó mediante un microscopio invertido Olympus 
IX71 (Olympus, Tokyo, Japón), con sistema de captura de imágenes (Nikon Eclipse 
TS100/TS100-F) con contraste de fases para obtener campos claros y lámpara de 
mercurio con los filtros correspondientes para la visualización de fluorescencia. El 
control de la cámara y procesamiento de las imágenes requirió del software Olympus DP 
controller y DP manager versión 1.2.1.107 (Olympus, Tokyo, Japón). Las imágenes 
confocales fueron obtenidas utilizando el microscopio confocal invertido TCS SP5 Leica 
DMI6000 (Leica, Wetzlar, Alemania) que requiere el software LAS-AF versión (Leica, 
Wetzlar, Alemania) para el control de la exploración, visualización y adquisición de las 
imágenes. 
El análisis de cuantificación de la florescencia se realizó mediante el software 
MetaMorph versión 7.5.1.0. (MDS Analytical technologies, Sunnyvale, CA, USA). Para 
ello, se utilizó la relación de los valores de intensidad del marcador fluorescente (Alexa 
Fluor®) y el marcador de núcleos (Hoechst 33342), por encima de la señal inespecífica 
de ruido de fondo (background) procedente de la IF emitida por el sustrato y los datos 
se expresaron como unidades arbitrarias (AU). La cuantificación fue realizada en al 
menos 50 células por experimento de 3 experimentos independientes. 
3.6. Análisis bioinformático 
El estudio nos proporciona el estado de expresión (inhibición o sobreexpresión) de una 
lista de genes durante el proceso de diferenciación pancreático, que se relacionó con la 
lista de los miRNAs con diferencias de expresión significativas detectados en el 
microarray de muestras de páncreas, islotes pancreáticos, y las CTEs diferenciadas y no 
diferenciadas.  
Se procedió a la combinación de ambos resultados en un análisis bioinformático, para 
intentar elucidar las rutas de señalización y redes de expresión génica en las que están 




implicados los miRNAs diferencialmente expresados. Para ello, con el objetivo de 
facilitar la interpretación de las funciones biológicas afectadas por los miRNAs con una 
expresión diferencial reflejada en el Microarray y confirmado por qPCR, una predicción 
tanto funcional como de dianas génicas fue realizada usando la base de datos 
miRSystem. Esta se encuentra integrada por un sistema para la caracterización de 
funciones y rutas de señalización enriquecidas de dianas de miRNAs. Para identificar 
rutas de señalización o funciones biológicas destacadas, se aplicó la relación 
Observados-Esperados (O/E) de genes diana, donde la probabilidad de identificación 
observada (O) para un gen dado viene dado por la proporción de los miRNAs 
consultados predichos como diana de ese gen, mientras que la probabilidad esperada 
(E) la determina la proporción de todos los miRNAs de la base de datos miRsystem 
predichos como dianas de ese gen. Este parámetro constituye un indicador de la 
significación estadística que se le otorga a la posible unión miRNA/mRNA diana, 
dependiente de una serie de valoraciones energéticas y de posición para esa unión y 
representa la probabilidad de que un gen diana sea seleccionado al azar por los miRNAs, 
así como también se aplicaron otros análisis estadísticos como el valor hipergeométrico 
y empírico de la permutación, y un ranking de puntuación de las rutas de señalización a 
partir del valor de expresión relativa de los miRNAs.  
3.6.1. Análisis predictivo de dianas de miRNAs 
El análisis bioinformático de los genes diana potencialmente regulados por los miRNAs 
en estudio a partir de los genes diferencialmente expresados, se llevó a cabo aplicando 
los recursos bioinformáticos actualmente disponibles en la Red como es la base de 
datos online MirSystem que alberga 2 bases de datos de experimentos validados y 7 
bases de datos de predicción de dianas de los miRNAs:  
 TarBase (Version 7.0)  
 miRecords (Abril, 2013) 




 Diana-microT (Version 5.0) 
 miRanda (Agosto, 2010) 
 miRBridge (Abril, 2010) 
 PicTar (Marzo, 2007)  
 PITA (Agosto, 2008)  
 RNA22 (Version 2.0) 
 TargetScan (Version 7.1)  
Para aumentar la fiabilidad de las predicciones con un número manejable de registros, 
los miRNAs y su expresión relativa fueron introducidos en la base de datos miRSystem, 
con el fin de dilucidar las rutas de genes, funciones biológicas y rutas canónicas más 
alteradas en nuestros datos. Solo las dianas de miRNAs validadas o identificadas por al 
menos 4 programas de predicción fueron consideradas para la anotación en las rutas de 
señalización de la base de datos KEGG o de funciones moleculares registradas en el 
proyecto Ontología Génica (GO). Además, los parámetros fueron configurados para un 
límite de 25-500 genes por ruta de señalización o función biológica, una relación 
observados-esperados igual o superior a 1,8 (O/E ≥ 1,8) y un ranking de puntuación igual 
o superior a 1 (score ≥ 1). Esta puntuación se determina a partir de los niveles de 
expresión de los miRNAs a comparar entre el grupo experimental y control mediante el 
método weighted pathway-ranking, que consite en asignarles un peso calculado 
dividiendo el valor absoluto de la expresión de cada miRNA por la suma absoluta de los 
valores de expresión de todos los miRNAs de entrada (∑∀miRNAwi). A continuación, 
después de identificar los genes diana mediante los algoritmos de selección definidos 
anteriormente se obtiene un valor p (Pi) para ellos y finalmente se calcula la puntuación 
o score (∑∀miRNAwi [-log10(pi)]). 




3.7. Análisis estadístico  
Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Se presentan los datos, para 
cada conjunto de muestras, como el valor promedio ± el error estándar de la media 
(SEM). Para el tratamiento estadístico de los datos de los que constan los diferentes 
estudios de este trabajo, fue necesario el uso del software GraphPad Prism versión 6 
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). El análisis de las diferentes condiciones 
experimentales para determinar las diferencias estadísticamente significativas se llevó a 
cabo mediante análisis de variación unidireccional (ANOVA) para múltiples 
comparaciones, seguido por la corrección de Holm-Šídák para comparar promedios 


































































4.1. Caracterización de líneas celulares pluripotentes  
El estudio realizado requiere líneas celulares pluripotentes capaces de diferenciarse in 
vitro en derivados de alguno de los posibles linajes embrionarios: endodermo, 
mesodermo y ectodermo. En nuestro laboratorio contamos con varias líneas celulares 
de CTEs de origen humano (HS181) o murino (ES-D3), así como líneas celulares de iPSCs 
de origen humano (MSUH-001). La trazabilidad de las líneas celulares pluripotentes 
utilizadas con el fin de definir inequívocamente que se trata de poblaciones de CTEs o 
iPSCs y demostrar su pluripotencia, es llevada a cabo por un personal técnico cualificado 
y en dedicación exclusiva a los procesos a esta caracterización que incluye 
principalmente los siguientes parámetros: 
 Morfología Celular: las células fueron cultivadas in vitro como se ha descrito 
previamente por un largo número de pases (<100) sin que presenten 
modificaciones en su morfología o aspecto. Una vez iniciado el cultivo las células 
fueron observadas diariamente bajo microscopía óptica (Figura 12), para evaluar 
su morfología, observándose durante los sucesivos pases la formación de 
colonias que adoptan la típica forma descrita con bordes netos y compactos. Las 
células embrionarias presentan una relación núcleo/citoplasma alta, con 
nucléolos prominentes.  
 
FIGURA 12. Se observan fotografías en campo claro de las células pluripotentes de origen murino 
(ES-D3) y humano (HS181 y MSHU-001), agrupadas densamente y formando colonias de bordes netos 





 Análisis de factores de trascripción responsables de la pluripotencialidad: el 
carácter pluripotente de las colonias de células no diferenciadas viene definido 
por diversos factores de transcripción entre los que podemos destacar la 
expresión de los marcadores pluripotentes OCT4, NANOG y SOX2. Como se 
muestra en la Figura 13, estudios de RT-PCR indicaron que las CTEs murinas (ES-
D3) y humanas (HS181), expresan marcadores nucleares de pluripotencia (OCT4, 
NANOG Y SOX2), los cuales se han descrito como reguladores clave de las redes 
de pluripotencia y nos indica que conservan un estado no diferenciado cuando 
son cultivadas en las condiciones in vitro de mantenimiento requeridas.  
Esta expresión a nivel génico fue confirmada también por la identificación de 
estos factores de transcripción pluripotentes mediante WB que refleja además 
como la abundante expresión en células no diferenciadas se pierde con la 
diferenciación de las células, mientras que la IF nos muestra la expresión 
homogénea en las colonias de los marcadores de pluripotencia (OCT4, NANOG y 
SOX2), que puede verse disminuida en las células de la periferia de las colonias 
debido al inicio de procesos de diferenciación en esta zona. 
 






FIGURA 13. Caracterización de los marcadores de pluripotencia (OCT4, NANOG y SOX2) de las células 
pluripotentes en estado no diferenciado mediante RT-PCR, WB y detección de inmunofluorescencia en las CTEs 
murinas (ES-D3) y humanas (HS181). Barra de escala = 2 µm. 
 Análisis de marcadores de membrana. Otro factor importante que define a las 
células pluripotentes es la expresión de marcadores de superficie de membrana 
exclusivos como SSEA-4 y las glicoproteínas transmembrana TRA-1-60 y TRA-1-
80, todas ellas detectadas mediante IF reflejado en la Figura 14A. Otro método 
para el seguimiento de la pluripotencia de las células Las células pluripotentes es 
la determinación de la expresión de fosfatasa alcalina (AP), que puede ser 
fácilmente ensayada debido a la capacidad de esta enzima para cambiar la 
conformación de un reactivo colorimétrico de un estado soluble a un precipitado, 
generando la tinción de colonias celulares fácilmente identificables. 
 
FIGURA 14. Caracterización de marcadores de superficie (SSEA-4, TRA-1-60 Y TRA-1-80) y tinción de 
la AP en las CTEs (HS181) e iPSCs (MSHU-001) de origen humano. Barra de escala =50 µm.  





Por tanto, estos resultados de caracterización demuestran que las células pluripotentes 
utilizadas en nuestro estudio son mantenidas en cultivo en estado no diferenciado hasta 
que son expuestas a las señales apropiadas para diferenciarse. Evidenciado por una gran 
capacidad proliferativa y el correcto patrón de expresión de marcadores de 
pluripotencia que incluye marcadores nucleares (OCT4, NANOG y SOX2), marcadores de 
superficie (SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-80) y la tinción de la fosfatasa alcalina (AP).  
4.2. El páncreas y las pequeñas moléculas de ncRNA 
4.2.1. Las pequeñas moléculas de ncRNA en la 
diferenciación de las CTEs 
Los descubrimientos realizados en los últimos años que demuestran como las pequeñas 
moléculas de ncRNA participan en diversos procesos de regulación génica mediante 
ribointerferencia con un papel clave en diversos procesos biológicos tales como 
proliferación celular, diferenciación y apoptosis, nos llevaron a plantearnos hasta dónde 
puede llegar el potencial de estas pequeñas moléculas reguladoras para dirigir 
programas que definen el destino y el carácter de las células durante el desarrollo. Por 
ello, iniciamos nuestro trabajo con la propuesta de estudiar el efecto que pueden llevar 
a cabo las pequeñas moléculas de ncRNAs en el proceso de diferenciación de las CTEs.  
Para esta primera aproximación, aislamos las pequeñas moléculas de RNA de los islotes 
pancreáticos murinos mediante el método descrito previamente en el apartado 3.3, 
obteniendo de esta forma un pool que incluía los miRNAs expresados preferencialmente 
en los islotes pancreáticos murinos adultos. Una vez determinada la cantidad y calidad 
de la muestra, se incorporó en el interior de las CTEs murinas ES-D3 mediante 
transfección celular. Antes de añadir la mezcla de pequeñas moléculas de ncRNA se 
induce la diferenciación in vitro de estas CTEs mediante el protocolo de diferenciación 





La estrategia de inducción de las CTEs hacia células productoras de insulina estaba 
basada en la adicción de factores claves en el desarrollo pancreático resumido 
esquemáticamente en la Figura 15A. En primer lugar, las células fueron cultivadas en 
suspensión para la formación de los EBs constituidos por un agregado celular 
tridimensional que contiene células parcialmente diferenciadas mediante la técnica de 
gota colgante retirando del medio de cultivo el LIF. Posteriormente, los EBs fueron 
recogidos y cultivados en adherencia en placas tratadas con matrigel para favorecer su 
adhesión a la placa de cultivo y se realizó la inducción del endodermo definitivo con 
activina A que activa la vía de señalización Nodal en conjunción con un medio con baja 
concentración de FBS para inhibir la actividad de la vía de señalización PI3K, entonces el 
medio fue enriquecido con ácido retinoico y el bFGF para inducir el desarrollo del 
endodermo pancreático después de la obtención del endodermo definitivo. Por último, 
las células fueron maduradas mediante el cultivo en medio DMEM/F12 sin suero (FBS) 
suplementado con N2 y B27 y adicionando laminina, bFGF y nicotinamida, 
produciéndose en esta etapa la transfección del pool de pequeñas moléculas de ncRNA 
extraídas de las muestras de islotes pancreáticos murinos, para evaluar su efecto en 
promover la maduración de los precursores pancreáticos.  
 






FIGURA 15. A) Esquema del protocolo de diferenciación de las CTEs murinas (ES-D3) hacia células 
productoras de insulina. Se observan las CTEs en estado no diferenciado e inducidas a formar los EBs 
mediante el cultivo en suspensión con la técnica de gota colgante. Después de la adicción de 
activina A y ácido retinoico los EBs se adhieren y forman precursores pancreáticos que se expanden 
en cultivo in vitro adicionando al medio hrbFGF. Finalmente, se induce la obtención de células 
productoras de insulina adicionando el medio N2, B27, nicotinamida, laminina y hrbFGF, junto con la 
transfección del pool de ncRNA de islotes pancreáticos. Las condiciones del medio de cultivo se 
indica en escala de grises, los factores de desarrollo en azul, las vías de señalización activadas en 
verde e inhibidas en rojo y la transfección de los miR-mimic (miR-7 y -375) en amarillo. B) Aspecto 
celular en las distintas etapas del protocolo de diferenciación donde se observa como las células 
comienzan a formar pequeñas agrupaciones similares a la estructura de los islotes pancreáticos. 
Barra de escala =200 µm. 
Los cambios morfológicos durante el protocolo de diferenciación son evidentes, las 
células no diferenciadas crecen formando colonias esféricas bien definidas y después de 
ser inducidas a formar los EBs se puede observar la estructura esferoidal típica que las 
células forman espontáneamente cuando se cultivan en suspensión. Una vez que los EBs 
son fijados las células crecen ya sin formar las colonias típicas del cultivo no diferenciado 
y finalmente se observa en la etapa de maduración la aparición de pequeñas 
agrupaciones celulares, que recuerda a la distribución típica de las células beta de los 
islotes pancreáticos como se refleja en la Figura 15B. 
Para estudiar el efecto del protocolo de diferenciación en la inducción de las CTEs hacia 
células productoras de insulina, analizamos la expresión de varios genes marcadores 
específicos del linaje pancreático en las células diferenciadas. La diferenciación de las 
CTEs murinas se evaluó en primer lugar mediante RT-PCR en las siguientes condiciones 
experimentales; un grupo control sometido al protocolo de diferenciación (Control), un 
grupo sometido al mismo protocolo de diferenciación junto con la transfección del pool 





de miRNAs de islotes pancreáticos (miRNAs-pool), además de un grupo de CTEs no 
diferenciadas (LIF+) y muestras de páncreas murino (Control+). Los resultados obtenidos 
del análisis revelaron la expresión de marcadores génicos del desarrollo pancreático 
(Foxa2, Pdx1, Neurog3, Nkx6.1, Pax6 y Pax4) como se muestra en la Figura 16. La 
evaluación de expresión de genes que codifican hormonas características del páncreas 
endocrino identificó una clara expresión del gen de la insulina (Ins-I) característico de las 
células beta pancreáticas, mientras que no se detectaron marcadores del resto de 
hormonas pancreáticas endocrinas como son el polipéptido pancreático, somatostatina 
y glucagón (Ppy, Sst y Gluc). Además, se detectaron algunos marcadores tempranos 
típicos del páncreas exocrino (Ptf1a y Mist1), aunque no de las enzimas digestivas 
pancreáticas asociadas a este como la amilasa y el quimiotripsinógeno (Amy2a y Ctrb1), 
tal y como se refleja en la Figura 16. 
 
FIGURA 16. Análisis mediante RT-PCR de la expresión de genes relacionados con el desarrollo 
pancreático al final de la inducción de la diferenciación en los diferentes grupos experimentales: 
CTEs no diferenciadas (LIF+); CTEs diferenciadas sin adición del pool de miRNAs (Control); CTEs 
diferenciadas con la adición del pool de miRNAs (miRNAs-pool) e islotes pancreáticos murinos 
(Control+). La RT-PCR fue realizada durante 30 ciclos, utilizando Hprt-1 y Actb como genes de 
referencia.  
A continuación, se cuantificaron los cambios de expresión mediante qPCR de algunos de 





diferenciados (Control y miRNAS-pool), respecto al grupo no diferenciado (LIF+). Para 
analizar la producción del endodermo definitivo en primer lugar, se cuantificaron los 
marcadores Sox17 y Foxa2. En segundo lugar, se analizó la expresión del marcador de 
endodermo primitivo, Sox7 para asegurar que cualquier variación en la expresión de 
Sox17 y Foxa2 no procedía de un endodermo primitivo, donde estos marcadores 
también se pueden expresar. Se produjo una sobreexpresión de los marcadores del 
endodermo definitivo, Sox17 (27 veces, p≤0,05) y Foxa2 (9 veces, p≤0,01), más acusada 
en las células transfectadas con el pool de miRNAs (miRNAs-pool). En contraste, el 
marcador del endodermo primitivo Sox7 que mostró un leve aumento con diferencias 
no significativas en la expresión entre ambos grupos. Además, los valores de expresión 
en la qPCR son bastante elevados (Cq>30), lo que sugiere que únicamente niveles 
basales de este gen fueron expresados. Por último, detectamos un marcado aumento 
significativo de expresión de varios factores de transcripción esenciales en el desarrollo 
pancreático, como son Pdx1 y Neurog3 (marcadores del desarrollo pancreático; 22-31 
veces, p≤0,01), Pax6 y Nkx6.1 (marcadores de diferenciación endocrina; 6-33 veces, 
p≤0,01) y el gen de la insulina (Ins-I, marcador de células beta pancreáticas; 29 veces, 
p≤0,05), durante el desarrollo de nuestro protocolo de diferenciación (Figura 17). Por 
otra parte, un importante marcador de células pluripotentes como es Oct4 se expresó a 
niveles muy bajos apoyando la disminución de la pluripotencia de las células y un 
adecuado proceso de diferenciación lejos del estado no diferenciado de las células 
troncales. Finalmente, se midieron los niveles de Sox1 (marcador ectodermo) y 
Brachyury (marcador mesodermo), para determinar si existía una diferenciación 
preferencial hacia el linaje endodérmico (Figura 17). La expresión de un marcador 
mesodérmico como Brachyury, no aumentó apreciablemente en ninguna de las 
condiciones experimentales, sin embargo se observó un pequeño aumento de expresión 
en ambas condiciones en un marcador ectodérmico como Sox1, indicando que el 






FIGURA 17. Cambios de expresión génica en las CTEs murinas (ES-D3) sometidas al protocolo de 
diferenciación sin adición del pool de miRNAs (Control) y con la adición del pool de miRNAs 
(miRNAs-pool). A) Marcadores génicos representativos del endodermo y páncreas. B) Marcadores 
génicos representativos de pluripotencia, mesodermo y ectodermo. Los valores son mostrados 
(media±SEM). n=3; ∗p≤0,05, ∗∗p≤0,01; acorde al test holm-šídák.  
En conjunto estos resultados de análisis de expresión génica sugieren que el protocolo 
combinado con el pool de miRNAs mejora la inducción de la diferenciación hacia el 
endodermo definitivo y progenitores endocrinos a partir de las CTEs murinas. Sin 
embargo, la inducción no parece ser totalmente preferencial hacia el linaje 
endodérmico tal y como esperábamos conseguir. 
En cualquier caso, para evaluar el estado de funcionalidad de las células obtenidas al 
final del protocolo de diferenciación procedimos a analizar si la secreción de insulina de 
las CTEs diferenciadas podría ser estimulada por glucosa. Las células después de la 
última etapa del protocolo de diferenciación fueron lavadas con PBS y estabilizadas 
durante 1 hora con solución de Krebs-Ringer en ausencia de glucosa. A continuación, se 
incubaron las células en solución de Krebs-Ringer con diferentes concentraciones de 
glucosa 2,7, 10 y 20 mM secuencialmente durante 1 hora a 37°C, recolectándose el 
medio para su análisis. Para determinar si las células inducidas respondían a la 





diferenciadas fue determinada mediante ELISA en respuesta a las diferentes 
concentraciones de glucosa (2,7-20 mM). Las células diferenciadas espontáneamente al 
retirar del medio de cultivo el LIF (LIF-), no responden a la estimulación y solo se observa 
una liberación de insulina basal independiente de la presencia o ausencia de glucosa. 
Mientras que en las células diferenciadas a baja concentración de glucosa (2,7 mM), ya 
se observó una liberación de insulina que fue aproximadamente 4 veces mayor (p≤0,05) 
en las células diferenciadas sin transfectar (Control) y 6 veces mayor (p≤0,05) en las 
células diferenciadas transfectadas con los miRNAs (miRNAs-pool) respecto a las células 
diferenciadas espontáneamente (LIF-). Las células no transfectadas (Control) aunque 
manifiestan una respuesta inicial a bajas concentraciones de glucosa, no respondieron a 
un incremento en la concentración de glucosa (10 mM), mientras que en las células 
transfectadas (miRNAs-pool) si aumento la liberación de insulina significativamente 
hasta 10 veces (p≤0,05), sin embargo con altas concentraciones de glucosa (20 mM) 
parece que las células no resistieron las condiciones y no pudieron responder al 
estímulo como podría hacerlo una célula beta pancreática totalmente funcional como 
podemos observar en la Figura 18.  
 
FIGURA 18. Secreción de insulina frente a la estimulación con glucosa (2,7-20 mM) durante 1 hora en 
las células obtenidas al final del proceso de diferenciación: CTEs diferenciadas espontáneamente 
(LIF-); CTEs sometidas al protocolo de diferenciación sin adición del pool de miRNAs (Control); CTEs 
con la adición del pool de miRNAs (miRNAs-pool). Los valores son mostrados (media±SEM). n=3; 





Por tanto, parece que los miRNAs pueden constituir candidatos para mejorar las 
estrategias de diferenciación actuales para obtener células productoras de insulina 
maduras a partir de las CTEs in vitro. Por lo que, nos propusimos profundizar en el 
estudio de la implicación de los miRNAs en el desarrollo pancreático y determinar su 
efecto en los procesos de diferenciación. Esta primera aproximación con las pequeñas 
moléculas de ncRNA específicas de los islotes pancreáticos, apoyó nuestra hipótesis de 
trabajo en la regulación que pueden ejercer los miRNAs en los procesos de 
diferenciación de las CTEs a nivel post-transcripcional, clave para controlar la 
coordinación de la expresión génica. Por ello, para profundizar en el estudio del papel 
que los miRNAs pueden ejercer en este control, nos propusimos analizar el patrón de 
expresión diferencial de los miRNAs durante el proceso de diferenciación de las CTEs 
humanas hacia células productoras de insulina. 
4.2.2. Expresión de los miRNAs característicos del 
páncreas 
Ya se ha demostrado que muchos miRNAs muestran patrones de expresión temporal y 
específica de tejidos, desestabilizando diversos procesos de transcripción génica para 
definir aún más los perfiles de transcripción específicos de tejidos. El análisis funcional 
puede ser corrompido por el estudio de interacciones entre miRNAs y mRNAs diana que 
no se expresan en el tejido considerado, por ello analizamos la expresión diferencial de 
miRNAs en diversos tejidos humanos (páncreas, corazón, riñón, hígado, pulmón y 
cerebro), para ello recurrimos a la base de datos de expresión de miRNAs 
(http://www.microrna.org), que nos proporciona un amplio conjunto de datos sobre la 
expresión de los miRNAs y la predicción de mRNAs diana derivado de un amplio 
proyecto de secuenciación de un gran conjunto de tejidos de mamíferos y líneas 
celulares de origen animal, como podemos observar en la Figura 19 cada tejido 






FIGURA 19. Base de datos de expresión de miRNAs en los tejidos del organismo. La escala en 
gradiente de color representa los valores de expresión de un perfil específico de miRNAs en los 
tejidos del organismo, en las columnas se representa el nivel de expresión de los miRNAs y en las 
filas los diferentes tejidos. 
El análisis de los resultados nos permitió identificar el subconjunto de miRNAs 
expresados abundantemente y de forma preferente en cada tejido. El páncreas 
presenta un subconjunto o grupo de miRNAs que se puede asociar con la adquisición y 
el mantenimiento del fenotipo pancreático entre los podemos destacar miR-7, -15a, -16, 
-26a, -29a/b/c, -30d, -124, -148a, -214, -200a/c, -375 y -376a (Figura 20A). Para 
comprobar la correlación entre el subconjunto de miRNAs pancreáticos identificado en 
la base de datos y los miRNAs expresados en nuestra muestra del pool de miRNAs de 
islotes pancreáticos utilizadas para la transfección de las CTEs murinas descrita 
anteriormente, se analizó la expresión diferencial de miRNAs entre dicha muestra del 
pool de islotes pancreáticos y un nuevo pool generado a partir de muestras de corazón 
murino mediante qPCR. Este análisis reveló que el miRNA con mayor expresión en las 
muestras pancreáticas fue miR-375, seguido de las familias miR-29 (miR-29a/b/c) y miR-
200 (miR-200a/c) y también destaca la expresión de miR-7, -15a, -148a y -214. Sin 





los miRNAs pancreáticos donde destaca miR-124, los resultados de qPCR no 
evidenciaron expresión de este miRNA en el pool de miRNAs transfectados como 
podemos en observar en la Figura 20B. 
 
FIGURA 20. A) La base de datos de expresión de miRNAs revela un conjunto de miRNAs  con una 
expresión preferentemente pancreática. B) Análisis  mediante qPCR del pool de miRNAs pancreáticos 
utilizado en la transfección de las CTEs frente a un pool de miRNAs de muestras de corazón murino. 








4.3. Análisis de miRNAs en la diferenciación de las CTEs 
4.3.1. Diferenciación de las CTEs hacia células 
productoras de insulina 
Con el objetivo de estudiar el patrón de expresión de miRNAs característicos de las CTEs 
en diferenciación hacia células productoras de insulina, utilizamos el protocolo CABIMER 
de diferenciación en las CTEs humanas (HS181) establecido en nuestro laboratorio. Este 
protocolo ha sido descrito en detalle previamente en el apartado 3.2 y pretende simular 
las etapas del desarrollo pancreático in vivo instruyendo a las CTEs a través de cada 
etapa intermedia del desarrollo endodérmico, similar a lo que ocurre durante el 
desarrollo pancreático (endodermo definitivo, endodermo del intestino primitivo, 
endodermo pancreático y precursores endocrinos), mediante la combinación de 
diferentes factores de crecimiento que activen o inactiven secuencialmente las vías de 
desarrollo adecuadas, como se observa esquematizado en la Figura 21. 
 
FIGURA 21. Esquema de las etapas requeridas para la diferenciación de las CTEs humanas (HS181) en 
células productoras de insulina, junto con imágenes de microscopio representativas de las 
diferentes etapas. Representación esquemática del protocolo de diferenciación dirigida basado en la 
activación secuencial de vías de señalización durante el desarrollo, induciendo la diferenciación de 
las CTEs humanas (HS181) hacia un destino de célula beta pancreática. Barra de escala =200 µm. 
Al final de este protocolo de diferenciación para comprobar su efectividad, analizamos 





(ectodermo, mesodermo y endodermo) y marcadores pancreáticos mediante qPCR, 
como se puede observar en la Figura 22. En primer lugar, la expresión de los genes de 
pluripotencia OCT4, NANOG y SOX2 sufrieron una rápida inhibición significativa a día 5 
tanto en las células diferenciadas espontáneamente (SD-hCTE) como en las células 
diferenciadas con el protocolo CABIMER (DD-hCTE) respecto a las CTEs no diferenciadas, 
indicativo de la rápida salida del estado no diferenciado de las células. A continuación, 
para evaluar la posible formación inespecífica de células provenientes de linajes 
embrionarios no deseados (ectodermo y mesodermo), se evaluó la expresión de 
marcadores ectodérmicos (SOX1) y mesodérmicos (FLK1, BRACHYURY), los cuales no 
presentaban un aumento de expresión significativo en las células sometidas al protocolo 
de diferenciación CABIMER (DD-hCTE), sin embargo las células diferenciadas 
espontáneamente (SD-hCTE) sí que mostraron un aumento significativo de los niveles 
de expresión de SOX1, FLK1 y BRACHYURY. 
FIGURA 22. Inducción de la diferenciación in vitro de las CTEs humanas (HS181), mediante el protocolo CABIMER. 
Las CTEs fueron diferenciadas a células productoras de insulina (DD-hCTE) o diferenciadas espontáneamente 
(SD-hCTE). Se analizaron marcadores de genes de pluripotencia, ectodermo y mesodermo mediante qPCR. Los 
valores de expresión relativa de los genes detectados (calculadas a partir de los valores de Ct normalizados por 
el método de 2-ΔΔCt), asumiendo como muestra de referencia las CTEs no diferenciadas y RPLP como gen 





Con el objetivo de validar si las células diferenciadas mediante el protocolo CABIMER 
(DD-hCTE) podrían estar comprometidas con la ruta de diferenciación endodérmica, se 
analizó la expresión de genes diferencialmente expresados que constituyen marcadores 
del endodermo definitivo durante la primera etapa del protocolo. Esta se caracteriza 
por condiciones de cultivo con baja concentración de suero (FBS) para inhibir la 
activación de la vía de señalización PI3K y la adición combinada de factores esenciales 
como la activina A activador de la vía de señalización Nodal y el Wnt3a activador de la 
vía de señalización Wnt, para inducir la formación del mesendodermo con el objetivo 
final de obtener el endodermo definitivo, reflejado en un aumento significativo de los 
niveles de expresión de SOX17, GSC y HNF3β (FOXA2), dando lugar a una población de 
células GSC+/SOX17+/HNF3β+ característica del endodermo definitivo.  
El proceso de diferenciación prosiguió hacia el endodermo pancreático inducido 
mediante la adición progresiva de suero (FBS, 0-5%) y la retirada de la activina A del 
cultivo a los 5 días, reflejado en un aumento de expresión significativo de marcadores 
génicos como HNF1β y HNF4α, además NEUROG3 un regulador esencial de la 
diferenciación celular endocrina pancreática con sus dianas NEUROD1 y NKX2.2 fue 
transitoriamente inducido en esta población celular, aunque su expresión fue inhibida 
rápidamente impidiendo la inducción prematura del programa pancreático endocrino.  
La adición combinada del hrbFGF, inductor del fenotipo pancreático y el ácido retinoico 
un potente morfógeno inductor de la diferenciación durante 3 días permite inhibir la vía 
de señalización Shh, dando lugar a la inducción del programa pancreático. Por tanto, 
para inducir la formación de los precursores endocrinos in vitro, las células fueron 
tratadas secuencialmente durante 6 días en total con los factores nogina para inhibir la 
vía de señalización Bmp (3 días) y ciclopamina que fortalece la inhibición de la vía de 
señalización Shh (3 días), obteniéndose un desarrollo endocrino preferente a expensas 
de otros derivados endodérmicos. Las células manifestaron un aumento significativo de 





del páncreas y la formación de las células beta pancreáticas, generándose una población 
celular resultante de progenitores pancreáticos fácilmente identificable por la expresión 
NKX2.2+/PAX6+/PDX1+.  
La última etapa, se caracteriza por el cultivo de las células en suspensión induciendo la 
formación de agregados celulares similares a los cluster de los islotes pancreáticos, 
constituyéndose una estructura tridimensional importante en la inducción de células 
maduras funcionales productoras de insulina a partir de las CTEs.  
Además, para complementar este proceso de maduración durante esta etapa final de 
cultivo en suspensión se proporcionó al medio una mezcla de factores constituida por 
insulina, transferrina, selenio y fibronectina durante 6 días, suplementada con 
resveratrol los últimos 2 días, cuyo objetivo es la maduración de la población 
NKX2.2+/PAX6+/PDX1+ obtenida previamente, diferenciándose en células que expresan 
específicamente insulina, pero no otras hormonas pancreáticas, tales como glucagón y 
somatostatina. En primer lugar, observamos como la etapa de maduración reactiva la 
expresión de NEUROG3 acompañado de un aumento significativo en la expresión de 
varios marcadores que constituyen reguladores transcripcionales importantes para 
determinar la identidad de células endocrinas con una expresión restringida a las células 
beta como son NEUROD1, NKX6.1 y MAFA y además, se observó un aumento de 
expresión significativo de algunos de los marcadores clásicos de células beta de los 
islotes pancreáticos que incluyen a la insulina (INS) y un transportador de glucosa 
(GLUT2) requerido para la secreción de insulina estimulada por glucosa (GSIS) en la 
última etapa del protocolo de diferenciación.  
El análisis de expresión diferencial de los genes específicos de endodermo y páncreas 
resumido, entre los grupos celulares DD-hCTE y SD-hCTE, puede ser visualizado a 






FIGURA 23. Inducción de la diferenciación in vitro de las CTEs humanas (HS181), mediante el protocolo CABIMER. 
Las CTEs fueron diferenciadas a células productoras de insulina (DD-hCTE) o diferenciadas espontáneamente 
(SD-hCTE). Se analizaron marcadores de genes del desarrollo endodérmico y pancreático mediante qPCR. Los 
valores de expresión relativa de los genes detectados (calculadas a partir de los valores de Ct normalizados por 
el método de 2-ΔΔCt), asumiendo como muestra de referencia las CTEs no diferenciadas y RPLP como gen 






La detección de las proteínas FOXA2, PDX1, PÉPTIDO-C e INSULINA en las CTEs 
diferenciadas in vitro (Figura 24) confirmaron los resultados de expresión transcripcional 
obtenidos mediante qPCR. En las primeras etapas se observó una expresión 
generalizada en el cultivo de un marcador temprano del endodermo definitivo como 
FOXA2 (días 5-8), posteriormente se generaron colonias celulares positivas para un 
marcador esencial en el desarrollo pancreático como PDX1 (días 11-22) y en las últimas 
etapas la colocalización de INSULINA y PÉPTIDO-C (días 14-22) revela la síntesis de 
insulina por colonias de células productoras de insulina obtenidas a partir de las CTEs. 
 
FIGURA 24. Detección mediante IF durante el proceso de diferenciación de marcadores de células y 
progenitores pancreáticos para la determinación de células productoras de insulina obtenidas a 
partir de las CTEs (HS181) en estadios tempranos, intermedios y avanzadas del proceso de 
diferenciación. A) FOXA2 (verde) en las células diferenciadas hacia el endodermo definitivo en la 
etapa temprana. B) PDX1 (verde) en células comprometidas a progenitores pancreá ticos en la etapa 
intermedia. C) INSULINA (rojo) y PÉPTIDO-C (verde) en cluster similares a islotes pancreáticos en la 
etapa avanzada de diferenciación. Barra de escala =50 µm. 
Por tanto, estos datos confirman la obtención de células productoras de insulina 
obtenidas a partir de las CTEs mediante el protocolo CABIMER de diferenciación y nos 






4.3.2. Perfil de expresión de los miRNAs en las CTEs 
Los cambios de expresión de los miRNAs antes y después del proceso de diferenciación 
de las CTEs, se llevó a cabo mediante un microarray de expresión de miRNAs. Con el fin 
de ampliar el conocimiento de las bases moleculares durante la inducción pancreática 
realizamos un ensayo de microarray de expresión que nos permitiera profundizar aún 
más en los cambios moleculares en las CTEs (HS181) durante las etapas de 
diferenciación. Como se refleja en la Figura 25 se incluyeron 29 muestras en el 
experimento para cuantificar los cambios del nivel de expresión de los miRNAs. Las 
diferentes condiciones experimentales fueron constituidas por 6 muestras por grupo 
para formar 3 pool o conjuntos de muestras, los cuales fueron hibridados en 2 arrays y 
además 3 réplicas biológicas con el objetivo de reducir la variabilidad biológica, mientras 
que para las muestras control de tejido pancreático se utilizaron al menos 2 muestras 
por grupo formando un único pool. Por tanto, las muestras de RNA para el análisis 
fueron obtenidas a partir de CTEs humanas no diferenciadas (CTE_NoDif); CTEs 
humanas diferenciadas hacia células productoras de insulina con la adición de 
resveratrol (CTE_ProtCABIMER); CTEs humanas diferenciadas hacia células productoras 
de insulina sin la adición de resveratrol (CTE_ProtDif); CTEs humanas diferenciadas 
espontáneamente (CTE_DifEsp); Páncreas e Islotes pancreáticos. 
 
FIGURA 25. Esquema del diseño del experimento de l microarray de expresión de miRNAs en las CTEs 
humanas (HS181). CTEs no diferenciadas (CTE_NoDif); CTEs diferenciadas espontáneamente 
(CTE_DifEsp); CTEs diferenciadas hacia células productoras de insulina con  (RSV+, CTE_ProtCABIMER) 






La finalidad de este análisis fue evaluar la expresión de los miRNAs durante la 
diferenciación en las CTEs hacia células productoras de insulina y compararlo con el 
patrón de expresión en páncreas y más específicamente en los islotes pancreáticos. Un 
total de 2.689 ensayos de hibridación fueron empleados para la detección de 850 
miRNAs humanos. Para caracterizar la expresión de los miRNAs que pudieran estar 
implicados en el desarrollo pancreático, en primer lugar llevamos a cabo una 
comparación general de la expresión de los miRNAs entre muestras de RNA total del 
páncreas e islotes pancreáticos, y las CTEs no diferenciadas (CTE_NoDif) y diferenciadas 
(CTE_ProtCABIMER y CTE_ProtDif) después del cultivo durante 22 días para determinar 
si el perfil de expresión difiere entre ellos e identificar grupos de miRNAs característicos 
de cada población celular. 
Se emplearon técnicas de clustering o agrupación jerárquica para agrupar los miRNAs 
con patrones de expresión relacionados (filas) y las diferentes muestras (columnas), 
usando la distancia euclídea al cuadrado como medida de similitud (Figura 26). 
Basándonos en el agrupamiento jerárquico de nuestros datos de expresión los 
resultados revelaron distintos agrupamientos con un diverso perfil de expresión. La 
agrupación reveló que el patrón de expresión más próximo y por tanto con mayor nivel 
de similitud al tejido pancreático, fueron las muestras CTE_ProtCABIMER (Pezzolla et al., 
2015), como se observa en la Figura 26. El análisis de los agrupamientos de expresión de 
páncreas e islotes pancreáticos con diferencias significativas respecto a las células 
obtenidas con el protocolo CABIMER, reveló un conjunto de miRNAs expresados 
preferentemente en las muestras pancreáticas que incluye 86 miRNAs entre los que 
destacaron miR-7, -21, -16, -23b, -34a, -148a , -375 y -720, así como las familias let-7, 
miR-15, -29, -30 y -200 con una expresión preferencial de algunos de ellos en los islotes 
pancreáticos (let-7a, miR-7, -16, -148a, -375 o la familia miR-30), mientras que otros 
miRNAs relacionados con la pluripotencia como varios miembros de la familia miR-302, 














FIGURA 26. Análisis del microarray de 
expresión de las CTEs humanas (HS181) 
diferenciadas hacia células productoras de 
insulina mediante el protocolo CABIMER. El 
heatmap resume el patrón de expresión de 
miRNAs expresados diferencialmente en las 
muestras de RNA total de las CTEs: CTEs 
diferenciadas con el protocolo CABIMER 
(CTE_ProtCABIMER); CTEs diferenciadas 
espontáneamente (CTE_DifEsp); CTEs 
diferenciadas sin adición de resveratrol (RSV) 
(CTE_ProtDif); CTEs no diferenciadas 
(CTE_NoDif) y muestras de RNA total del 
páncreas e islotes pancreáticos humanos 
adultos. Elevada expresión es indicada en 
verde, mientras que baja expresión es 
indicado en rojo. El agrupamiento jerárquico 
de los miRNAs identificados está basado en 
su perfil de expresión usando el software 
MeV (distancia media de asociación y 
distancia euclídea fueron usados como 
medidas de similitud). La escala en gradiente 
de color, representa los valores de expresión 
normalizados expresados de forma 
logarítmica (log2>1; n=3, p≤0,05). 
 
Posteriormente se analizaron en detalle los patrones de expresión de los miRNAs entre 
las muestras pancreáticas humanas (Páncreas e Islotes) y las CTEs diferenciadas hacia un 
linaje pancreático mediante el protocolo CABIMER (CTE_ProtCABIMER), las cuales 
mostraron el mayor nivel de similitud en el análisis previo, para identificar los miRNAs 





Teniendo en cuenta que la abundancia de un miRNA determinado es un buen indicador 
de una función biológica específica, nuestros resultados tal y como se indica en la Figura 
27, sugirieron que algunos miRNAs preferentemente expresados en las CTEs 
conllevarían un papel potencial en la autorrenovación y mantenimiento de la 
pluripotencia (Cluster 5 y 6), mientras que otros miRNAs presentaron una expresión 
predominante en los islotes pancreáticos y es posible que este conjunto pueda estar 
implicado en su desarrollo y funcionamiento (Cluster 1). El agrupamiento resultante 
mostro que las muestras del páncreas e islotes pancreáticos presentan una ligera 
similitud con las CTEs diferenciadas (Cluster 2, 3, 4 y 7), sugiriendo que estas células ya 
comienzan a adquirir propiedades cercanas a las de células productoras de insulina. En 
las CTEs diferenciadas a células productoras de insulina mediante el protocolo CABIMER 
de diferenciación (CTE_ProtCABIMER) se identificó un total de 187 miRNAs 
diferencialmente expresados de forma significativa respecto a los islotes pancreáticos 







FIGURA 27. Heatmap del nivel de expresión de los miRNAs 
entre las CTEs humanas (HS181) diferenciadas con el 
protocolo CABIMER (CTE_Prot.CABIMER) y muestras 
control de páncreas e islotes pancreáticos humanos 
adultos. Elevada expresión es indicada en rojo, mientras 
que baja expresión es indicado en azul. El agrupamiento 
jerárquico de los miRNAs identificados está basado en su 
perfil de expresión usando el software MeV (distancia 
media de asociación y distancia euclídea fueron usad os 
como medidas de similitud). La escala en gradiente de 
color, representa los cambios significativos de los valores 
de expresión normalizados, expresados de forma 





Con el objetivo de determinar los posibles miRNAs que podían estar contribuyendo a la 
activación de programas de expresión génica del endodermo pancreático, comparamos 
el perfil de expresión de miRNAs entre los grupos CTE_ProtCABIMER y CTE_DifEsp 
(Figura 28). Analizando 850 miRNAs encontramos que 122 de ellos mostraron cambios 
de expresión significativos (0,58 veces; p≤0,05) durante la diferenciación de las CTEs. De 
esos, 39 fueron sobreexpresados y 83 inhibidos en CTE_ProtCABIMER. Encontramos que 
varios de los miRNAs inhibidos pertenecen a un conjunto de miRNAs específicos de las 
CTEs que promueven el ciclo celular denominados miRNAs ESCC, esenciales para el 
mantenimiento de la autorrenovación de las CTEs como la familia miR-302 (miR-
302a/b/c). Por el contrario, la sobreexpresión de un conjunto característico de miRNAs 
(let-7e/b, miR-7, 15a, -29c -148a o miR-375) constituye un pequeño grupo que 
consideramos probables candidatos a coordinar las modificaciones en los programas de 
expresión génica que tienen lugar durante la diferenciación de las CTEs en la producción 
de células productoras de insulina.  
 
FIGURA 28.  Scatter plot mostrando los miRNAs expresados diferencialmente entre las CTEs (HS181) 
diferenciadas de forma dirigida (CTE_ProtCABIMER) y diferenciadas espontáneamente (CTE_DifEsp) 






Basándonos en este conjunto de observaciones, seleccionamos para su posterior 
análisis los miRNAs pertenecientes a este grupo dada su probable implicación en la 
obtención de células productoras de insulina a partir de las CTEs, así como un subgrupo 
adicional de miRNAs que mostraron una expresión preferente en los islotes 
pancreáticos respecto al conjunto del páncreas en las muestras analizadas.  
4.3.3. Los miRNAs y la diferenciación de las CTEs 
Los resultados significativamente estadísticos obtenidos del análisis de expresión de 
miRNAs mediante microarray comparando muestras de las CTEs no diferenciadas, 
diferenciadas espontáneamente (SD-hCTE) o de forma dirigida mediante el protocolo 
CABIMER de diferenciación (DD-hCTE) deben ser validados. Resulta fundamental esta 
validación con el fin de asignar el patrón de expresión específico con certeza a causa de 
la variabilidad intrínseca de los datos del microarray de expresión. A partir de los 
resultados obtenidos evaluar los niveles de expresión de miles de miRNAs 
simultáneamente, sería muy poco práctico para verificar todos y cada uno ellos con 
cualquiera de los métodos descritos anteriormente. En lugar de ello, es habitual verificar 
un conjunto de miRNAs de interés en función de la finalidad y el alcance del 
experimento. Por tanto, basándonos en los resultados del microarray de expresión 
seleccionamos los agrupamientos o clusters de miRNAs de mayor relevancia en nuestro 
estudio. Basándonos en una respuesta biológica significativa se incluyeron en el análisis 
mediante qPCR aquellos con una marcada expresión diferencial de al menos 0,58 veces 
y un nivel de significación de 0,05 o inferior (p≤0,05).  
Para definir el patrón de expresión de miRNAs en nuestro protocolo de diferenciación 
pancreática, el perfil de expresión en las CTEs durante la diferenciación fue cuantificado 
mediante qPCR (Figura 29) y el nivel de expresión se indicó utilizando las CTEs no 
diferenciadas como muestra de referencia normalizadas respecto al control endógeno 





cultivadas al final del protocolo de diferenciación y profundizar en el estudio de 
potenciales miRNAs implicados durante todo el proceso de diferenciación pancreática, 
se analizó la expresión de los miRNAs identificados en el microarray en diferentes 
etapas clave del protocolo de diferenciación a días 0, 5, 14 y 22 para determinar la 
expresión de estos miRNAs en las CTEs que fueron inducidas a diferenciarse hacia 
células productoras de insulina durante 22 días.  
 
FIGURA 29. Análisis del curso temporal de la expresión de los miRNAs durante la inducción de la 
diferenciación pancreática en las CTEs (HS181). El nivel de expresión de los miRNAs fue cuantificado 
en células con diferenciación dirigida (DD-hCTE) y células diferenciadas espontáneamente (SD-hCTE), 
mediante qPCR. Los valores son mostrados (media±SEM). n=3; ∗p≤0,05, ∗∗p≤0,01, ∗∗∗p≤0,001, 
∗∗∗∗p≤0,0001; acorde al test holm-šídák. 
Los miRNAs con una expresión diferencial en alguna de las etapas de al menos 2 veces y 
un nivel de significación de 0,05 o inferior (p≤0,05) se muestran en la Figura 29. Los 
resultados de la qPCR indicaron que con el establecimiento del endodermo en las CTEs 
miR-7, -373 y -375 fueron progresivamente sobreexpresados y se encontró que su 
expresión se incrementaba significativamente en las primeras etapas del protocolo 
coincidente con el tratamiento con los factores que inducen la formación del 
endodermo definitivo, mientras que durante la proliferación endocrina hasta el día 14 





progenitores pancreáticos y miRNAs de las familias miR-15 (miR-15a/b) y -16 (miR-16a) 
incrementaron su expresión durante la inducción del programa endocrino. En la última 
etapa de la diferenciación a día 22 miR-29b y -148a, presentaron un pico de expresión 
en las CTEs diferenciadas (DD-hCTE), durante la maduración de los progenitores 
endocrinos respecto a las CTEs diferenciadas espontáneamente (SD-hCTE). 
El mismo protocolo de diferenciación pancreática fue aplicado en la línea celular MSUH-
001 de las iPSCs y se procedió a analizar el perfil de expresión de los miRNAs durante la 
diferenciación mediante qPCR siguiendo el mismo procedimiento descrito previamente 
(Figura 30).  
 
FIGURA 30. Análisis del curso temporal de la expresión de los miRNAs durante la inducción de la 
diferenciación pancreática en las iPSCs (MSUH-001). El nivel de expresión de los miRNAs fue 
cuantificado en células con una diferenciación dirigida ( DD-hiPSC) y células diferenciadas 
espontáneamente (SD-hiPSC), mediante qPCR. Los valores son mostrados (media±SEM). n=3; 
∗p≤0,05, ∗∗p≤0,01; acorde al test holm-šídák.  
Esta línea celular con características muy similares a las de las CTEs en las que fue 
optimizado nuestro protocolo de diferenciación nos permitió comparar el perfil de 
expresión de los miRNAs en una línea celular diferente, para afianzar nuestras 
observaciones. El análisis reveló que el perfil de expresión de los miRNAs era muy 





diferenciación pancreática, de forma que miR-7, -373 y -375 presentaron aumento de 
expresión en las primeras etapas del protocolo de diferenciación a día 5, 
posteriormente en etapas más avanzadas se observa un incremento de expresión 
progresivo significativo a día 14 de miR-15a/b y -16, finalmente en las últimas etapas del 
protocolo de diferenciación vuelve a destacar la expresión de miR-29b y -148a, lo que 
proporcionó mayor consistencia a los resultados de expresión obtenidos previamente. 
4.3.4. Los miRNAs y los islotes pancreáticos 
Como ya se ha descrito existe una expresión de miRNAs específicos en distintos linajes 
celulares o en ciertas patologías y algunos de estos miRNAs han sido utilizados como 
marcadores celulares de la diferenciación o del estado funcional. En nuestro caso, 
identificamos varios miRNAs preferencialmente expresados en los islotes pancreáticos y 
generamos un perfil de expresión de los miRNAs pancreáticos, el cual reveló los miRNAs 
más abundantes indicando que posiblemente posean un papel importante en el 
desarrollo y la función del páncreas. 
Con el fin de determinar los miRNAs diferencialmente expresados en las células de los 
islotes pancreáticos, se analizaron aquellos miRNAs preferentemente expresados en 
muestras de islotes pancreáticos, dando lugar a un pool de 50 miRNAs (Figura 31). El 
análisis del microarray de expresión reveló 23 miRNAs con un aumento de expresión en 
los islotes pancreáticos (let-7a/b/c/g, miR-7, -15b, -16, -26a, -27b -30d, -126, -130b, -
216a, -148a, -195, -199a, -365a, -494, -375, -376a, -638, -1202 y -1207), mientras que 15 
presentaron una expresión disminuida (let-7e, miR-22, -23a, -24, -27a, -29a/b/c, -125, -
141, -34a, -200a/b/c y -1274a), sugiriendo que los diferentes tipos celulares que 







FIGURA 31.  Análisis de los datos de expresión de los miRNAs en el páncreas obtenido mediante 
microarray, seleccionando los 50 miRNAs con mayor expresión en los islotes pancreáticos humanos 
adultos. Valores de expresión de los miRNAs normalizados ex presados en forma logarítmica (Log2). 
Para confirmar los datos de expresión del microarray obtenidos, analizamos la expresión 
de este subconjunto de miRNAs mediante qPCR (Figura 32).  
 
FIGURA 32. Validación de los datos de expresión del microarray de miRNAs mediante qPCR de las 
muestras de páncreas e islotes pancreáticos humanos adultos. Los valores de expresión relativa de 
los miRNAs detectados (calculadas a partir de los valores de Ct normalizados por el método de 2 -
ΔΔct), fueron normalizados con el RNU48. Los valores son mostrados (media±SEM). n=3; ∗p≤0,05, 





Los resultados revelaron los miRNAs con diferencias significativas de expresión (miR-7, -
15a, -16, -26a, -29a/b/c, -148a, -195 y -375), confirmando los miRNAs diferencialmente 
expresados de los cuales 3 miRNAs fueron preferentemente expresados en los islotes 
pancreáticos respecto al conjunto del páncreas con un aumento del nivel de expresión 
(3-14,3 veces; p≤0,05) y 7 miRNAs presentaron una expresión disminuida (0,03-0,6 
veces; p≤0,05), el resto de miRNAs analizados no presentó diferencias de expresión 
significativas. 
Por tanto, determinamos que los miRNAs característicos de los islotes pancreáticos 
serán miR-7, -148a y -375. Para poder evaluar el posible papel regulador que están 
ejerciendo estos miRNAs debemos analizar los genes diana sobre los que pueden estar 
actuando. Cada miRNA identificado en el estudio constituye un potencial regulador de 
cientos de genes diana, lo que dificulta extremadamente los análisis individuales, 
además un gen puede ser potencialmente regulado por varios miRNAs. Por ello en 
primer lugar, realizamos un análisis bioinformático de las secuencias para establecer las 
posibles relaciones entre miR-7, -148a y -375, ya que los miRNAs agrupados dentro de 
un mismo cluster o agrupamiento podrían estar regulando el mismo conjunto de genes 
o al menos genes involucrados en los mismos procesos biológicos. En la Figura 33 
podemos apreciar como miR-7 constituye una familia de miRNAs localizada en el 
cromosoma humano 9q21.32, miR-375 está localizado en el cromosoma humano 2q35 
entre los genes CRYBB2 y CCDC18 y miR-148a se localiza en el cromosoma humano 
7p15.2 constituido por una familia de 3 miembros miR-148a, -148b y -152 con una 






FIGURA 33. Localización cromosómica y predicción de la estructura secundaria del precursor del 
miRNA (pre-miRNA) de los miRNAs preferentes en los islotes pancreáticos. La escala de color 
determina el grado de conservación de las bases de la secuencia de dicha estructura precursora. 
Colores próximos al rojo muestran las bases más conservadas, mientras que colores próximos al azul 
indican bases menos conservadas.  
Este análisis bioinformático previo nos reveló por un lado que los miRNAs son 
codificados en distinta localización cromosómica en el genoma, por lo que no 
pertenecen a un mismo cluster (agrupamiento) y podemos considerarlos miRNAs 
independientes. Por otro lado, la existencia de un elevado grado de conservación en la 
secuencia entre diferentes especies, especialmente en la región semilla (seed), sugiere 
que estas regiones no codificantes altamente conservadas deben desempeñar funciones 
básicas esenciales en el organismo y que la evolución ha conservado por esta razón su 






FIGURA 34. Alineamiento múltiple de secuencias de los miRNAs preferentes en los islotes 
pancreáticos usando el alineamiento global progresivo de secuencias de Needleman-Wunsch con la 
herramienta Clustal Omega del paquete EMBOSS, entre varias especies Danio rerio (dre), Homo 
sapiens (hsa), Pan troglodytes (ptr), Mus musculus (mmu) y Rattus norvegicus (rno). 
Para elucidar la posible relación entre estos miRNAs (miR-7, -148a y -375) altamente 
expresados en los islotes pancreáticos, realizamos un segundo análisis de genes diana 
mediante la herramienta bioinformática miRSystem, una base de datos que integra una 
serie de conocidos programas de predicción de dianas génicas de los miRNAs (DIANA, 
miRanda, miRBridge, PicTar, PITA, rna22 y TargetScan) y contiene datos validados de 
otras bases de datos sobre la interacción entre los miRNAs y sus genes diana (TarBase y 
miRecords). Este análisis nos permite consultar múltiples miRNAs en un solo paso para 
establecer asociaciones entre los miRNAs y sus genes diana, para posteriormente 
caracterizar las funciones y rutas biológicas enriquecidas entre los genes diana de los 
miRNAs consultados empleando diferentes algoritmos. Dada la dificultad de estudiar 
todos los genes diana potenciales obtenidos, una vez que se proporcionaron la lista de 
los miRNAs a analizar con sus correspondientes ratios de expresión, seleccionamos los 
genes diana calculando la relación observado-esperado (O/E), considerando solo en este 
estudio dianas validadas experimentalmente con un ratio superior a 3,5 (O/E>3,5), de 
forma que se obtiene la relación de aquellos genes diana con mayor probabilidad de ser 






FIGURA 35. Identificación de genes diana de los miRNAs característicos de los islotes pancreáticos 
(miR-7, -148a y -375) en miRSystem mediante el ratio O/E. Se representan aquellos genes con mayor 
probabilidad de estar siendo regulados (O/E > 3,5).  
El análisis se completó identificando las rutas biológicas enriquecidas relacionadas con 
la biología del páncreas en las que están involucrados los genes diana potenciales de los 
miRNAs analizados mediante el método weighted pathway-ranking, lo que requiere el 
conocimiento previo de los niveles de expresión de los miRNAs a comparar entre el 
grupo experimental y control que ya fueron determinados en el estudio previamente.  
Para este estudio fueron seleccionadas aquellas rutas con un score superior a 1 
(score>1), de forma que según las restricciones descritas tanto para la obtención de los 
genes diana potenciales como para las rutas biológicas asociadas, la lista obtenida se 











KEGG RUTA SEÑALIZACIÓN INSULINA 137/25 3 5,134 








109/15 3 1,977 
KEGG SECRECIÓN PANCREÁTICA 103/13 3 1,925 
PATHWAY_INTERACTION_
DB 
RUTA INSULINA 44/7 3 1,857 
REACTOME 
SINTESIS Y PROCESAMIENTO 
INSULINA 




98/9 3 1,092 
TABLA 15. Resultados tabulados de las rutas pancreáticas enriquecidas de miRNAs -genes diana 
basándose en la consistencia de múltiples algoritmos y el método weighted pathway-ranking. 
A partir de los datos obtenidos, tal y como podemos observar en la Figura 36, los 
miRNAs miR-7, -148a y -375 podrían desempeñar una importante función en la 
regulación de la funcionalidad de las células beta pancreáticas. 
 
FIGURA 36. Principales rutas pancreáticas en las que están implicados los miRNAs con expresión 





El componente endocrino del páncreas está constituido por los islotes pancreáticos 
formados a su vez por un mosaico celular productor de varias hormonas, entre las que 
podemos destacar las células beta pancreáticas encargadas fundamentalmente de la 
síntesis y secreción de insulina. La función básica de esta hormona es unirse con una 
proteína receptora en la membrana de las células, lo que permite una entrada de 
glucosa al interior de las mismas. Los miRNAs identificados (miR-7, -148a y -375) 
parecen tener implicación tanto en el proceso de síntesis de la insulina como en su 
mecanismo de acción tal y como revela el análisis bioinformático (Figura 36), el cual 
refleja elevados scores con diversas rutas relacionadas con funciones pancreáticas 
resumidas en la Tabla 15. El proceso más destacado en el que parecen intervenir estos 
miRNAs (miR-7, -148a y -375), con el mayor número de dianas identificadas (Co1, CrkII, 
AMPK, SOCS, IKK, IRS, PI3K, PDK1/2, PGC-1a, PEPCK, TSC1, PP1, PHK, mTOR, p70S6K, 
Ras, Raf, MEK1/2 y MNK) corresponde a la ruta de señalización de la insulina tal y como 
podemos observar en la Figura 37, por lo que pueden estar desempeñando un 
importante papel regulador en este proceso al estar involucrados en la regulación de 
varias cascadas de señalización de proteínas implicadas en el correcto funcionamiento 
de la ruta de señalización de la insulina. Los métodos bioinformáticos son una 
herramienta útil para predecir la unión de dianas, pero estas deben se validadas. La 
identificación experimental y la verificación de las interacciones miRNA:mRNA diana 
puede llevarse a cabo de varias maneras. En nuestro estudio se detectaron cambios en 
las principales dianas identificadas a través de la cuantificación del nivel de expresión 
mediante qPCR tanto en las CTEs diferenciadas como en la línea celular INS-1E. Sin 
embargo, no detectamos ningún cambio en el nivel de expresión significativo, por lo que 
no pudimos confirmar ninguna de las dianas analizadas. No obstante, en la literatura es 
común que sólo un pequeño porcentaje de las interacciones miRNA:mRNA diana sea 
identificado y verificado experimentalmente, y muy pocas de estas verificaciones tienen 
lugar por más de un grupo de investigación o en múltiples tipos de células o tejidos. En 





interacciones múltiples, que podrían servir como un punto de partida para la 
investigación de rutas de señalización en las que están implicados los miRNAs a estudio. 
 
FIGURA 37. Descripción de la ruta identificada con mayor score en miRSystem (señalización de la 
insulina), procedente de la base de datos KEGG. Los genes resaltados en color rojo identifican a la 
predicción de genes regulados por los miRNAs consultados (miR-7, -148a y -375). 
4.4. Los miRNAs y la obtención de células productoras de 
insulina a partir de CTEs 
4.4.1. Selección de los miRNAs pancreáticos candidatos  
Las CTEs como hemos visto pueden diferenciarse in vitro hacia células productoras de 
insulina, pero el control del proceso constituye actualmente un difícil reto. La 
diferenciación de las CTEs requiere una serie de complejos eventos que deben ser 
perfectamente coordinados para la transición de un estado de autorrenovación a un 
destino celular diferenciado determinado. Durante este proceso como hemos visto 





cual puede desempeñar un efecto crucial en la adquisición y mantenimiento de un 
fenotipo concreto. 
Asumiendo la sobreexpresión de un miRNA como indicador de su función biológica, los 
miRNAs candidatos seleccionados a partir del subconjunto de interés identificado en el 
estudio para analizar su implicación en la diferenciación de las CTEs fueron miR-7, -148a 
y -375, ya que son altamente expresados tanto en el desarrollo pancreático humano 
coincidiendo con el incremento exponencial de expresión de las hormonas pancreáticas 
endocrinas como en los islotes pancreáticos adultos, lo que sugiere un papel potencial 
en la diferenciación celular endocrina y en el control del funcionamiento endocrino. 
Además, el análisis de expresión de miRNAs durante el proceso de diferenciación de las 
CTEs hacia células productoras de insulina puso en evidencia la expresión de estos 
miRNAs, confirmándose como miR-7 y -375 son preferentemente expresados en la 
población celular al establecerse el endodermo en las primeras etapas de diferenciación 
durante los primeros días (5d-11d) y van disminuyendo gradualmente en las posteriores 
etapas en los días intermedios (11d-22d), mientras que miR-148a presenta un patrón de 
expresión totalmente inverso aumentando su expresión gradualmente y siendo 
especialmente relevante en las últimas etapas en los días finales (11d-22d), como 
podemos observar en la detección mediante ISH en la Figura 38. 
 
FIGURA 38. Detección mediante ISH de miR-7, -148a y -375 durante el protocolo CABIMER de 





Por tanto, nuestro protocolo de diferenciación evidenció una elevada expresión de miR-
7 y -375 durante el establecimiento del endodermo definitivo, que constituye una de las 
primeras etapas esenciales para la diferenciación de las CTEs hacia un linaje pancreático 
y de miR-148a en las últimas etapas de diferenciación con el establecimiento y 
maduración de células productoras de insulina. Sin embargo, contrario a lo que 
podíamos esperar la expresión de miR-7 y -375 disminuye progresivamente en etapas 
posteriores del protocolo durante la diferenciación de los precursores pancreáticos 
endocrinos. Por ello, nos propusimos investigar los efectos de la sobreexpresión de 
estos miRNAs durante las últimas etapas del proceso de diferenciación dirigida de los 
progenitores endocrinos para formar células productoras de insulina y su posterior 
maduración respondiendo a los estímulos de glucosa. En consecuencia, examinamos la 
capacidad de los miRNAs seleccionados (miR-7 y -375) para potenciar la diferenciación 
de las CTEs en células productoras de insulina y mejorar el proceso de maduración 
mediante el uso de miR-mimic, que simulan los efectos de los miRNAs maduros 
endógenos según se esquematiza en la Figura 39.  
 
FIGURA 39. A) La molécula del mRNA presenta varias regiones que no son traducidas a proteínas 
incluidas la estructura caperuza o casquete (cap -5'), las regiones 5’-UTR y 3’-UTR y la cola poli-A. B) 
Los miR-mimic contienen un motivo de secuencia en su extremo 5' complementario con la secuencia 
del gen diana en la región 3’-UTR, denominada región semilla (seed). C) Posibilidades de regulación 





Los miR-mimic utilizados en nuestro estudio presentan un innovador diseño puesto que 
están formados por una triple cadena de RNA, en lugar de la doble cadena que 
caracteriza a los miR-mimic tradicionales como se representa en la Figura 40.  
La cadena guía es una cadena de RNA no modificada con una secuencia que se 
corresponde exactamente con la anotación de secuencias en miRBase. Sin embargo, la 
cadena pasajera será dividida en dos cadenas de RNA modificadas, de forma que 
correctamente diseñadas la triple cadena resultante de RNA del miR-mimic es tan 
potente como la tradicional doble cadena, pero con la gran ventaja de que la naturaleza 
segmentada de la cadena pasajera asegura que sólo la cadena del miRNA guía será 
cargada en el RISC.  
Por tanto, los cambios inducidos por el miR-mimic pueden ser asignados con total 
seguridad a la cadena del miRNA guía seleccionado para nuestro estudio. 
 
FIGURA 40. El diseño de triple cadena de RNA asegura completamente la mimetización del miRNA 
específico. Únicamente la cadena guía del miRNA es incorporada por el RISC dando lugar a l miRISC 
que ejerce la represión del gen diana, mientras que las cadenas pasajeras son demasiado cortas para 







4.4.2. Mecanismos de inducción y supresión de los 
miRNAs pancreáticos en las CTEs 
La transferencia de los miRNAs sintéticos (miR-mimic) o inhibidores de miRNAs (anti-
miRNA) representa una útil herramienta para el estudio de su función. En la actualidad 
existe una gran cantidad de herramientas para este fin como son la electroporación, 
microinyección directa, bombardeo de células y tejidos con microproyectiles, las 
transfecciones mediadas por virus, agregados químicos o polímeros catiónicos. La 
transfección mediada por virus y por polímeros catiónicos son los métodos más 
utilizados con células en cultivo. Los vectores virales constituyen un excelente vehículo 
para la transferencia de genes debido a su alta eficiencia, pero presentan algunas 
desventajas como la toxicidad de las partículas virales, requerimientos de producción y 
su elevado coste.  
Por ello, para nuestro estudio se eligió la realización de transfecciones temporales o 
transientes mediante el uso de polímeros catiónicos que a diferencia de los virus se 
unen fácilmente a segmentos portadores de los miRNAs de interés y la evaluación inicial 
del proceso de transfección no reflejo una respuesta citotóxica. 
Se llevó a cabo, un proceso de optimización de las condiciones para obtener una 
elevada eficiencia de transfección en las células en cultivo. Esta eficiencia de la 
transfección varía acorde al tipo celular y el agente de transfección utilizado, de modo 
que la optimización de la transfección constituye un paso crucial para maximizar la 
actividad programada del miR-mimic mientras que se minimizan los efectos 
secundarios. La adecuada combinación de tipo celular, agente de transfección y 
condiciones de transfección fue determinada empíricamente.  
En nuestro estudio con las CTEs los parámetros esenciales evaluados para la 
optimización fueron los siguientes: 






 Cantidad del miR-mimic empleado (20-200 nM). 
 Incubación con la presencia o ausencia de suero y/o antibióticos. 
 Tiempo de exposición de las células al complejo de transfección (8-24 horas)   
Como resultado del proceso de optimización se establecieron las siguientes condiciones 
óptimas de transfección experimentales en nuestra línea celular (HS181): 
miRNA 66,7 µM Exposición 
Tubo 1: miRNA dilución 
(µL/pocillo) 




[miRNA]                
(nM) 












100 12 3 197 2,5 197,50 1600 
TABLA 16. Resultado del proceso de optimización de los parámetros esenciales para la transfección 
del miR-mimic en las CTEs. 
Con el objetivo de asegurar la efectividad de la transfección de los miR-mimic durante 
un tiempo suficiente para estudiar sus posibles efectos verificamos la expresión del 
miRNA correspondiente mediante qPCR del RNA total aislado de las CTEs transfectadas 
(DD-hCTE+miR-7) y un control de las CTEs sin transfectar (DD-hCTE).  
Los resultados confirmaron un aumento del nivel de expresión significativo en las 
células transfectadas respecto a las células control. El cambio de expresión en células 
transfectadas (DD-hCTE+miR-7) después de 24 horas fue de aproximadamente 800 
veces (p≤0,001) respecto al grupo control (DD-hCTE) y un incremento significativo se 
mantuvo durante 96 horas, cuando la expresión era aun aproximadamente 400 veces 
mayor (p≤0,05), a partir de entonces la expresión disminuye y no se observaron 
diferencias significativas (Figura 41).  
Por tanto, la expresión de los miR-mimic fue estable durante al menos 4 días y 
pensamos que es suficiente para evaluar el posible efecto en el proceso de 






FIGURA 41. Análisis curso temporal de la expresión de miR-7 después de la transfección con su 
correspondiente miR-mimic. Los valores son mostrados (media±SEM). n=3; ∗p≤0,05, ∗∗p≤0,01, 
∗∗∗p≤0,001; acorde al test holm-šídák. 
Además, realizamos un estudio dosis-efecto para determinar la cantidad necesaria del 
miR-mimic para conseguir el mayor aumento de expresión significativo posible con la 
transfección. Lo que nos reveló que bajas concentraciones (20-50 mM) eran suficientes 
para producir un aumento de expresión significativo del miRNA de interés en las células. 
Sin embargo, la entrada del miR-mimic estaría limitada por un determinado nivel 
umbral de concentración que determinamos a partir de 100 nM (Figura 42), a partir del 
cual un aumento de la concentración no se traduciría en un aumento de expresión 
significativo, lo que reflejó un nivel de transfección límite en el que posiblemente el 
citoplasma celular no admite mayor entrada del miR-mimic, además de presentarse el 
riesgo de poder llegar a colapsar el RISC.  
En conjunto, estos resultados nos revelaron que existiría un tiempo estable de 






FIGURA 42. Análisis dosis-efecto de la expresión de miR-7 después de la transfección con su 
correspondiente miR-mimic en las CTEs, utilizando diferentes concentraciones (0, 20, 50, 100 y 200 
nM) y la misma cantidad del agente de transfección (DharmaFECT, 2,5 µL). Los valores son 
mostrados (media±SEM). n=3; ∗p≤0,05, ∗∗ p≤0,01, ∗∗∗ p≤0,001; acorde al test holm-šídák. 
4.4.3. Efecto de la inducción de los miRNAs pancreáticos 
Una vez establecidas las condiciones óptimas de transfección de los miR-mimic en las 
CTEs, procedimos a evaluar el efecto de la sobreexpresión de los miRNAs identificados 
previamente como candidatos (miR-7 y -375) para mejorar el proceso de diferenciación 
de las CTEs hacia células productoras de insulina. Como se ha descrito previamente 
nuestro protocolo de diferenciación reveló una alta expresión de miR-7 y -375 durante 
el establecimiento del endodermo definitivo en las CTEs en diferenciación, sin embargo 
su expresión disminuye progresivamente durante el resto de etapas de diferenciación, 
incluida la etapa final de maduración.  
Por ello, investigamos los efectos de la sobreexpresión de estos miRNAs durante la 
maduración de los progenitores endocrinos para dar lugar a células productoras de 
insulina que respondan a estímulos de glucosa, examinando si serán capaces de 
potenciar la diferenciación pancreática en las CTEs en la etapa final de maduración a 





para transfectar las CTEs de forma transitoria, incubando las células con los complejos 
de transfección durante 12-24 horas. Después de este periodo de transfección el medio 
de las células fue sustituido por medio de diferenciación pancreática y se mantuvieron 
en cultivo durante la etapa final de nuestro protocolo de diferenciación hasta el día 22 
(d22), con el objetivo de mejorar la funcionalidad de las células obtenidas (Figura 43). 
 
FIGURA 43. Visión esquemática del protocolo CABIMER de diferenciación  en las CTES (HS181).  Las 
condiciones del medio de cultivo se indica en escala de grises, los factores de desarrollo en azul, las 
vías de señalización activadas en verde e inhibidas en rojo y la transfección de los miR-mimic (miR-7 
y -375) en amarillo. 
Con el objetivo de determinar la concentración que proporcionaba resultados óptimos 
donde la ventaja del incremento de dosis es contrarrestada por la aparición de efectos 
adversos en el fenotipo o la inexistencia de efecto, uno de los principales miR-mimic 
candidatos (miR-7) fue evaluado después de la transfección con el rango óptimo de 
concentración establecido previamente (20-100 nM). El último día del protocolo a día 
22, se aisló el RNA total de las células para determinar cambios de expresión tanto en 
miR-7 como en un gen indicativo del desarrollo y la maduración de células productoras 
de insulina como es el de la insulina (INS) mediante qPCR (Figura 44), revelando los 
resultados que la mínima concentración asociada con una significativa sobreexpresión 





durante el proceso de optimización de la transfección del miR-mimic. Sin embargo, 
observamos que se producía un aumento significativo de expresión en el gen de la 
insulina (INS, 8 veces; p≤0,05), relativo a una concentración óptima del miR-mimic 100 
nM (1490 veces; p≤0,05). Por tanto, el análisis de la relación entre los niveles de 
expresión de miR-7 y de un gen pancreático esencial como es la insulina (INS), respecto 
a la cantidad del miR-mimic transfectado sugirió que el efecto en la diferenciación 
dependía de un nivel umbral de concentración del miR-mimic. En nuestro caso, los 
resultados sugirieron que un miR-mimic como miR-7 a una concentración de 100 nM es 
una herramienta útil para mejorar el proceso de diferenciación pancreático en las CTEs 
como se refleja en la Figura 44. 
 
FIGURA 44. A) Efecto de la sobreexpresión del mimic-miR-7 a diferentes concentraciones (20 y 100 
nM) en la expresión de INS durante la diferenciación de las CTEs (HS181) hacia células productoras 
de insulina mediante qPCR. Los valores son mostrados (media±SEM). n=3; ∗p≤0,05, ∗∗p≤0,01; acorde 
al test Holm-Šídák. B) La tansfección satisfactoria del miR-mimic (rojo) se observó mediante 
microscopia de fluorescencia, se muestran imágenes representativas a las 48 horas de la 
transfección con el control de transfección pierce Dy547-labeled miRIDIAN mimic a 20 y 100 nM. 





A continuación, ampliamos el análisis del patrón de expresión con un conjunto de genes 
pancreáticos después de la transfección de los miR-mimic (miR-7 y -375) en las CTEs 
durante la etapa de maduración del protocolo CABIMER de diferenciación. Para 
determinar la posible implicación de los miRNAs candidatos, miR-7 y -375, en el linaje 
endocrino diferenciado y confirmar si la sobreexpresión de estos podía inducir la 
diferenciación hacia células pancreáticas endocrinas, como sugerían nuestros resultados 
preliminares con miR-7. Las CTEs fueron transfectadas con un control-mimic negativo, 
los miR-mimic (miR-7 y -375, 100 nM) o solo el agente de transfección (vehículo) en la 
última etapa del protocolo de diferenciación a día 14 (d14), en la cual cultivamos las 
células en suspensión con el medio de diferenciación pancreática durante 8 días. 
Para examinar el efecto de los miRNAs en esta última etapa de la diferenciación in vitro 
de las CTEs a partir del día 14 (d14), analizamos la expresión de hormonas producidas en 
los islotes pancreáticos y factores de transcripción esenciales en la población celular 
final. Como hemos visto previamente, los resultados obtenidos de la qPCR (Figura 45) 
revelaron que la expresión de un marcador clave de células beta pancreáticas como es 
el gen de la insulina (INS) presentaba un marcado incremento de expresión (8 veces; 
p≤0,05) en las CTEs transfectadas (DD-hCTE+miR-7) con elevadas concentraciones de 
miR-7 mimic (100 nM), de forma que el miRNA es claramente sobreexpresado (≈1000 
veces; p≤0,001), sin embargo si la sobreexpresión es inferior (≈500 veces; p≤0,001), al 
utilizarse bajas concentraciones de miR-7 mimic (20 nM), no se observaron cambios de 
expresión significativos en el nivel de expresión de INS en el grupo transfectado (DD-
CTE+miR-7) después de los 22 días (22d) de la diferenciación en las CTEs (Figura 44). 
Además de este marcador, se analizó la expresión de otros genes relevantes en el 
proceso de diferenciación pancreática. La transfección del miR-7-mimic (100 nM) 
produjo un aumento significativo de expresión en las CTEs diferenciadas (DD-hCTE+miR-
7) respecto a las a las CTEs diferenciadas sin la incorporación del miR-7 mimic (DD-hCTE 
y DD-hCTE vehículo) en marcadores génicos muy importante en el desarrollo 





Esto demuestra como la transfección del miR-7-mimic incrementa significativamente la 
expresión de marcadores pancreáticos comparado tanto a las células sin transfectar con 
el miR-mimic (DD-CTE vehículo) como al grupo control de células no transfectadas (DD-
CTE). Interesantemente, FOXA2 un regulador de PDX1, el cual es sobreexpresado en la 
diferenciación hacia el endodermo definitivo, fue reexpresado aumentando su 
expresión significativamente (6,2 veces; p≤0,05) por la introducción del miR-7-mimic en 
las células durante la última etapa del protocolo de diferenciación. Se evaluó también 
mediante las mismas condiciones el posible efecto de la transfección de miR-375 mimic 
(100 nM). Sin embargo, los resultados de expresión obtenidos revelaron que parece no 
ejercer un efecto evidente en la etapa final de la diferenciación pancreática, al no 
observarse diferencias significativas después de la transfección de este miRNA en 
ninguno de los genes estudiados (FOXA2, PDX1, NEUROD1 e INS) como se observa en la 
Figura 45. 
 
FIGURA 45. Efecto en la diferenciación pancreática después de la transfección de los miRNA s 
candidatos (miR-7 y -375). Análisis de la expresión génica de células diferenciadas al final de la 
etapa de maduración tratadas con miR-7-mimic y miR-375-mimic (100 nM), mediante qPCR (INS, 
PDX1, NEUROD1 y FOXA2). Los valores son mostrados (media±SEM). n=3; ∗p≤0,05, ∗∗ p≤0,01; acorde 





En función de los resultados obtenidos con la sobreexpresión de los miRNAs candidatos 
(miR-7 y -375), nos centramos en el estudio de miR-7. Para determinar la capacidad de 
liberación hormonal de las células productoras de insulina obtenidas a partir de las CTEs 
sometidas a una sobreexpresión o inhibición de miR-7 al finalizar el protocolo de 
diferenciación, examinamos muestras del medio de cultivo para detectar los niveles de 
insulina. Con el fin de comprobar un potencial mejorado de secreción hormonal 
acoplado a estimulación, las células diferenciadas a día 22 (d22) fueron sometidas a un 
ensayo de secreción secuencial de insulina incluyendo baja y alta concentración de 
glucosa (2 y 20 mM, respectivamente) y una estimulación final añadiendo KCl (30 mM) 
(Figura 46). El KCl induce la despolarización de la membrana celular (potencial más 
positivo) parcialmente mediante una reducción de su permeabilidad al potasio (K+) que 
dará lugar a la apertura de los canales de calcio voltaje-dependientes aumentando la 
concentración de calcio (Ca2+) citoplasmático con la consecuente liberación de insulina. 
Un aumento significativo en la concentración de insulina fue observada cuando se 
añadió glucosa al medio celular (Solución de Krebs) a una concentración alta 20 mM (1,6 
mU/L/105; p≤0,05), en comparación con un medio que contenía baja concentración de 
glucosa 2 mM (0,5 mU/L/105) en las células productoras de insulina obtenidas a partir 
de las CTEs transfectadas con el miR-7-mimic (DD-hCTE+miR-7), respecto al grupo 
control de células sin transfectar con miR-7 mimic (DD-hCTE vehículo) en las cuales se 
observó un incremento de la secreción de insulina pero con diferencias no significativas 
en los niveles de insulina entre condiciones de baja (2mM) y alta (20 mM) concentración 
de glucosa (1,9 mU/L/105 y 0,9 mU/L/105 respectivamente).  
En general, las células diferenciadas, ya sean transfectadas (DD-hCTE+miR-7) o no con el 
miR-7-mimic (DD-hCTE vehículo), respondieron a la despolarización con KCl (2,8 
mU/L/105 y 2,3 mU/L/105, respectivamente). Sin embargo, las células en las que se 
inhibió la expresión de miR-7 (DD-CTE+amiR-7) se observó una inhibición en la secreción 
de insulina ante cualquier estimulo, existiendo únicamente una expresión basal de esta 





espontáneamente (SD-hCTE) empleadas como control del protocolo de diferenciación, 
secretaron niveles de insulina mínimos (0,4 mU/L/105) en respuesta a cualquiera de los 
estímulos realizados (Figura 46). 
 
FIGURA 46. Análisis de liberación de insulina en respuesta a estímulos de glucosa determinada 
mediante ELISA y normalizada al número total de células. Las células productoras de insulina 
obtenidas a partir de las CTEs fueron incubadas en solución KREBS con diferente concentración de 
glucosa (2 y 20 mM) de forma secuencial y KCl (30 mM). Los valores son mostrados (media±SEM). 
n=3; ∗p≤0,05; acorde al test Holm-Šídák. 
A continuación, evaluamos la expresión de INSULINA y PÉPTIDO C mediante IF en las 
células productoras de insulina obtenidas a partir de las CTEs con sobreexpresión (DD-
hCTE+miR-7) o inhibición de miR-7 (DD-hCTE+amiR-7), solo el agente de transfección 
(DD-hCTE vehículo) y células diferenciadas espontáneamente (SD-hCTE) como se 
observa en la Figura 47. La colocalización de INSULINA y PÉPTIDO C fue observada solo 
en el grupo de células productoras de insulina obtenidas a partir de las CTEs (DD-
hCTE+miR-7, DD-hCTE+amiR-7 y DD-hCTE vehículo), mientras que las células 
diferenciadas espontáneamente (SD-hCTE) no mostraron expresión. Además, el análisis 
cuantitativo de la señal de fluorescencia mediante MetaMorph confirmó que la 
inhibición de miR-7 (DD-CTE+amiR-7) resultaba en una disminución significativa del 








FIGURA 47. Efecto de miR-7 en la diferenciación de las CTEs. A) Imagen de IF confocal representativa 
de células que expresan INSULINA (rojo) y PÉPTIDO C (verde) y codetección de núcleos con Hoechst 
33342 (azul). En las CTEs humanas diferenciadas espontáneamente (SD-CTE) y las células con 
diferenciación dirigida con transfección de  miR-7 (DD-CTE+miR-7), inhibidor de miR-7 (DD-CTE+amiR-
7) o solo agente de transfección (DD-CTE vehículo). Barra de escala =25 µm. B) Los gráficos de barras 
muestran la cuantificación mediante análisis con MetaMorph de la intensidad media de INSULINA y 
PÉPTIDO-C en las células positivas. Los valores son mostrados (media± SEM). n=3; ∗p≤0,05, ∗∗p≤0,01, 
∗∗∗p≤0,001; acorde al test Holm-Šídák. 
Estos resultados se correspondieron con la observación previa de que las células 
diferenciadas con inhibición de miR-7 secretan una cantidad de insulina más baja, 





Finalmente, analizamos si miR-7 podía ser detectado durante los días 5 (d5), 11 (d11) y 
22 (d22) del protocolo de diferenciación mediante ISH. A nivel morfológico la ISH reveló 
que miR-7 era expresado significativamente en las etapas tempranas del protocolo a día 
5 (d5; p≤0,001) en las células productoras de insulina obtenidas a partir de las CTEs (DD-
hCTE) comparado con las células diferenciadas espontáneamente (SD-hCTE) y 
observamos como su expresión disminuía gradualmente del día 5 al 22 (d5-d22) durante 
el proceso de diferenciación. Además, la expresión de miR-7 fue evaluada también 
mediante ISH en las células transfectadas con el miR-mimic correspondiente (DD-
hCTE+miR-7), confirmando la sobreexpresión al final del protocolo de diferenciación a 
día 22 (d22; p≤0,05) (Figura 48), confirmando los resultados obtenidos previamente 
mediante qPCR. 
Con el objetivo de identificar la naturaleza de las células que expresan miR-7 realizamos 
una codetección de las secciones hibridadas con miR-7 y anticuerpos específicos para 
marcadores esenciales que están implicados en la formación del páncreas y la 
diferenciación de células beta pancreáticas (SOX17, PDX1 y NKX6.1), seleccionando 
etapas claves en el protocolo de diferenciación pancreático a los días 5 (d5), 11 (d11) y 
22 (d22) (Figura 48A-C). Los niveles de IF fueron cuantificados usando el software 
MetaMorph en las CTEs diferenciadas espontáneamente (SD-hCTE) o con diferenciación 
dirigida (DD-hCTE o DD-hCTE+miR-7), junto con la codetección de miR-7 y usando como 
marcador nuclear Hoechst 33342. Durante el establecimiento del endodermo definitivo 
la detección de SOX17 y miR-7 reveló la colocalización y un incremento generalizado 
significativo a día 5 (d5) de SOX17 (0,5 veces; p≤0,001) en las células diferenciadas (DD-
hCTE). El experimento fue repetido posteriormente a día 11 (d11) con PDX1, el cual 
tiene un importante papel en la inducción de las células productoras de insulina y los 
experimentos de codetección con miR-7 mostraron que en las células diferenciadas (DD-
hCTE), las colonias celulares positivas para este miRNA lo fueron también para PDX1, 
mientras que las negativas para PDX1 lo fueron para miR-7, además de un incremento 







FIGURA 48. Efecto de miR-7 en la diferenciación de las CTEs. A-C) Diferenciación hacia el endodermo 
definitivo de las CTEs a día 5 (d5): detección de SOX17 por IF (verde) y de miR-7 por ISH (rojo); A día 
11 (d11) la diferenciación dirigida de las CTEs muestra colocalización de PDX1 y miR-7; A día 22 (d22) 
NKX6.1 (verde) y miR-7 (rojo) fueron expresados en células productoras de insulina obtenidas a 
partir de las CTEs. Codetección de núcleos con Hoechst (azul). Barra de escala =50 µm. (D) La gráfica 
muestra la cuantificación mediante análisis de MetaMorph de la intensidad media en las células 
positivas de SOX17, PDX1 y NKX6.1, y la expresión de miR-7. Los valores son mostrados 
(media±SEM). n=3; ∗p≤0,05, ∗∗p≤0,01, ∗∗∗p≤0,001; acorde al test Holm-Šídák. 
En la última etapa del protocolo de diferenciación las células productoras de insulina 
obtenidas a partir de las CTEs (DD-hCTE) presentaban poblaciones positivas para NKX6.1 
y miR-7 colocalizadas, observándose que la sobreexpresión de miR-7 a día 22 (d22) en 





NKX6.1 (0,2 veces; p≤0,05), un importante factor en el desarrollo del páncreas y su 
maduración (Figura 48D). Estos resultados nos muestran la capacidad de algunos 
miRNAs como miR-7 para alterar la expresión de genes implicados en la especificación 


































































Las células troncales pluripotentes son motivo de intensa investigación debido a la 
posibilidad de su utilización para la prevención o el tratamiento de lesiones y 
enfermedades degenerativas. Las CTEs son células pluripotentes con capacidad para 
diferenciarse in vivo e in vitro a cualquiera de los tipos celulares propios del embrión. 
Estas células representan una fuente potencialmente ilimitada de células diferenciadas 
o tejidos que se pueden utilizar para la terapia de reemplazo en el tratamiento de 
afecciones comunes como la diabetes. A pesar de los sustanciales desafíos que conlleva 
trasladar una terapia celular para la diabetes, la trayectoria clínica de una terapia celular 
de islotes pancreáticos ha sido probada (Barton et al., 2012; Warnock et al., 2008). A 
diferencia de la mayoría de otras terapias potenciales de células troncales, una terapia 
celular para la diabetes no requiere integración funcional de las células trasplantadas en 
el tejido afectado ya que el trasplante en localización ectópica puede proporcionar el 
reemplazo de insulina adecuado para controlar la glucemia (Merani et al., 2008). Por lo 
tanto, es razonable prever un tratamiento exitoso de la diabetes con células 
productoras de insulina obtenidas a partir de células troncales pluripotentes, siempre 
que se puedan desarrollar métodos para producir células funcionales, seguros y eficaces 
para el trasplante al tiempo que protege las células de la autoinmunidad y el rechazo 
alogénico (Soria et al., 2016). 
La pluripotencia de las CTEs viene definida por una ilimitada autorrenovación y la 
capacidad para diferenciarse hacia cualquiera de las capas primarias germinales 
(ectodermo, mesodermo y endodermo). La diferenciación de estas células requiere un 
coordinado control de la expresión de marcadores de pluripotencia incluyendo a OCT4, 
NANOG y SOX2 y el aumento de genes específicos de linaje (Noggle et al., 2005; 
Trounson, 2006; Ohtsuka y Dalton, 2008; Wong et al., 2011). Para averiguar los 
mecanismos de diferenciación de las CTEs hacia diferentes linajes, se han desarrollado 
diversas técnicas de diferenciación in vitro para generar células productoras de insulina, 
consistentes en protocolos que simulan el desarrollo embrionario normal (León-Quinto 





et al., 2014; Pezzolla et al., 2015; Russ et al., 2015; Rezania et al., 2014; Soria et al., 
2000). Aunque estos estudios ofrecen nuevos métodos para inducir a las CTEs a 
diferenciarse en células productoras de insulina, emplean una costosa y desconcertante 
variedad de factores de crecimiento, mitógenos y agentes farmacológicos. 
Alternativamente, las células pueden ser transfectadas con determinados genes y más 
recientemente con pequeñas moléculas de RNA reguladoras como son los miRNAs, que 
tienen un importante papel en gran variedad de procesos celulares y moleculares 
durante el desarrollo, proliferación, diferenciación, metabolismo y apoptosis (Gangaraju 
y Lin, 2009; Mathieu y Ruohola-Baker, 2013). Hasta ahora, existen pocos trabajos sobre 
los efectos promotores del uso combinado de varias de estas técnicas en la 
diferenciación dirigida de las CTEs in vitro, aunque se ha visto que los miRNAs 
desempeñan importantes funciones reguladoras en estas células, ya sea en el 
mantenimiento de un estado no diferenciado (Gruber et al., 2014) o siendo capaces de 
promover la diferenciación hacia diferentes destinos celulares (Stevanato y Sinden, 
2014; Shim y Nam, 2016; Kuppusamy et al., 2013). 
5.1. Potencial regulador del pool de pequeñas moléculas de 
ncRNA pancreáticas en la diferenciación de las CTEs 
murinas  
Durante la última década numerosos laboratorios, incluido el nuestro, han desarrollado 
protocolos para dirigir a las células troncales pluripotentes hacia células productoras de 
insulina que respondan a los estímulos de glucosa. En la mayoría de estas técnicas las 
células son cultivadas con citoquinas específicas o sobre distintos sustratos (Assady 
et al., 2001; Jiang et al., 2007a; Van Hoof et al., 2009; Schulz et al., 2012; Rezania et al., 
2012; Pagliuca et al., 2014; Pezzolla et al., 2015; D’Amour et al., 2006; Kroon et al., 
2008). Dentro de este extenso marco de referencia, los mecanismos bioquímicos que 
regulan el desarrollo de células pancreáticas ahora pueden ser explorados. Entre los 





moléculas de ncRNAs como son los miRNAs constituyen relativamente una nueva línea 
de investigación y tienen un gran potencial para dar forma a las futuras terapias de 
enfermedades como la diabetes. Dado que un solo miRNA puede tener varios RNA diana 
dentro de una célula, estos pequeños ncRNAs pueden intervenir simultáneamente en 
múltiples redes post-transcripcionales (Bartel, 2009; Massirer y Pasquinelli, 2006; Van 
Wynsberghe et al., 2011). En los últimos años se ha puesto de relieve la importancia de 
los miRNAs en la identidad de células troncales y su diferenciación (Wang et al., 2007; 
Ivey y Srivastava, 2010; Martinez y Gregory, 2010; Wang et al., 2008; Qi et al., 2009; 
Marson et al., 2008; Suh et al., 2004), así como en el desarrollo pancreático (Hinton 
et al., 2010, 2012; Lynn et al., 2007) mediante estudios knockout que selectivamente 
suprimen la expresión de genes esenciales para la biogénesis de los miRNAs. Estos 
experimentos knockout resultaron en una disminución de expresión de los miRNAs, 
restringiendo de la capacidad de las CTEs para diferenciarse y constituir el tejido 
endocrino. Sin embargo, las funciones específicas de los miRNAs en el mantenimiento 
de la pluripotencia de las células troncales y la diferenciación esta solo comenzando a 
ser dilucidado. 
Como hemos visto al conjunto completo de los miRNAs endógenos, ya sean conocidos o 
desconocidos, que se expresan en un determinado tipo celular se le conoce como pool 
de miRNAs. Existe una gran cantidad de investigaciones en las que la asociación 
funcional entre un miRNA individual y su mRNA diana se ha caracterizado; sin embargo, 
el complejo proceso de cómo este pool de miRNAs actúa como un todo regulando la 
expresión génica sigue siendo relativamente desconocido. Por ello, uno de nuestros 
primeros estudios consistió en aislar el pool de pequeñas moléculas de RNA específicas 
de islotes pancreáticos y analizar el posible efecto que puede tener en la diferenciación 
de las CTEs.  
Este estudio se llevó a cabo utilizando islotes pancreáticos aislados del páncreas de 





murinas de la línea ES-D3. Esta línea celular cultivada in vitro mantiene sus 
características de pluripotencia mediante las condiciones adecuadas de cultivo, como es 
la presencia de la citoquina LIF en el medio, lo que viene corroborado tanto por la 
morfología celular típica de estas células como por la expresión génica de marcadores 
de pluripotencialidad que incluye a OCT4, NANOG y SOX2, así como su correspondiente 
expresión proteica. Las CTEs tienden a diferenciarse de manera espontánea a cualquiera 
de los linajes de las capas primarias embrionarias en condiciones de cultivo definidas 
(Gadue et al., 2005; Keller, 2005; Poh et al., 2014). Sin embargo el endodermo, es por su 
disposición en el embrión, una capa embrionaria compleja de obtener in vitro por la 
necesidad de multitud de contactos con otras capas o estructuras embrionarias a lo 
largo del desarrollo in vivo (Yamamoto et al., 2004; Zorn y Wells, 2009). A pesar de ello 
numerosos trabajos publicados han ido proliferando para la obtención de células 
pancreáticas provenientes de esta capa.  Estos trabajos previos describen la inducción 
de la diferenciación de las CTEs hacia células precursoras de los tejidos derivados del 
endodermo mediante protocolos adecuados de diferenciación que permiten derivar 
unas células especializadas a partir de células troncales (Kim et al., 2010; Shi et al., 2005; 
Schroeder et al., 2006; Liu y Lee, 2012). Por la experiencia en nuestro laboratorio 
sabemos que los protocolos para la línea celular ES-D3 no parece dirigir fácilmente hacia 
el endodermo pancreático o linajes más maduros, debido posiblemente a que aunque 
todas las líneas de las CTEs por definición poseen el mismo potencial de diferenciación 
no todas son capaces de diferenciarse hacia un único linaje, de forma que proporcionan 
un rendimiento diferente a la hora de obtener un determinado tipo celular.  
Por ello, este estudio se centró principalmente en la regulación de la expresión génica 
mediada por el pool de miRNAs pancreáticos y cómo puede afectar al potencial de 
diferenciación de las CTEs. La regulación de la expresión génica por los miRNAs es un 
proceso complejo, un miRNA puede tener el potencial para regular unos pocos o un 
gran número de genes diferentes, asimismo un gen puede tener potencial de ser la 





et al., 2010; Ameres y Zamore, 2013; Mu et al., 2016; Bai et al., 2015). Tradicionalmente 
los estudios están enfocados en los efectos de un solo miRNA en la regulación de la 
expresión génica, pero mientras que centrarse en el estudio de las interacciones 
individuales miRNA-RNA proporciona una gran cantidad de información con respecto a 
la regulación de genes, estos enfoques no logran captar los efectos que un completo 
pool de miRNAs tiene sobre la regulación de la expresión génica en la célula. Por ello, en 
esta investigación se estableció un método para estudiar el potencial regulador del pool 
de miRNAs. En un intento de simplificar este proceso complejo, lo primero que se 
examinó fueron los efectos que tiene el pool de miRNAs sobre una serie de genes claves 
en la diferenciación pancreática. 
Desde la publicación del trabajo de D’Amour (D’Amour et al., 2005) se estableció un 
criterio de marcadores génicos aceptados para identificar el endodermo, que incluye 
una combinación del aumento de expresión de marcadores tales como SOX17 y FOXA2, 
y una disminución en los marcadores del endodermo primitivo que no se expresan en el 
endodermo definitivo como SOX7, para confirmar la producción del endodermo 
definitivo. En este estudio, la activina A y el ácido retinoico inducen la producción del 
endodermo definitivo en las CTEs cuando son cultivadas con bajo contenido de suero 
durante un período prolongado de tiempo, como se evidencia por la expresión de 
SOX17 y FOXA2. Esta observación concuerda con estudios previos que indican que la 
activina A y el ácido retinoico desempeñan un papel importante en el desarrollo del 
páncreas dorsal murino (Xu et al., 2011; Wiater y Vale, 2012; Molotkov et al., 2005; 
Huang et al., 2014) e inducen endodermo PDX1-positivo en la diferenciación de las CTEs 
(Micallef et al., 2005; Johannesson et al., 2009; Frandsen et al., 2007). Evidencias 
adicionales de que el ácido retinoico facilita este proceso de diferenciación es la 
observación de que el bFGF se une a receptores transmembrana y juega un papel clave 
en la embriogénesis murina, incluyendo el desarrollo del páncreas y el hígado, así como 
en promover la formación del endodermo y la diferenciación de las células hacia el 





vía de señalización FGF se asocia también con un papel importante en el desarrollo del 
páncreas exocrino (Delaspre et al., 2013; Miralles et al., 1999) y en el mantenimiento de 
la función de las células beta pancreáticas de adultos (Hart et al., 2000) . Por tanto, se ha 
demostrado que el bFGF es un factor importante en el desarrollo del páncreas y el 
mantenimiento de la función de las células beta pancreáticas, por lo que se trata de una 
vía de señalización ampliamente utilizada para promover la diferenciación del páncreas 
(Ameri et al., 2010; Sui et al., 2012; Xu et al., 2011).  
La nicotinamida es una poli (ADP-ribosa) inhibidor de la polimerasa utilizada para 
preservar la viabilidad y función de los islotes pancreáticos (Kolb y Burkart, 1999), 
representa un factor extrínseco utilizado comúnmente en muchos protocolos de 
inducción. Ya en la década de 1990 (Otonkoski et al., 1993) se encontró que el 
tratamiento de las células pancreáticas fetales humanas con nicotinamida dio lugar a un 
progresivo aumento del contenido de insulina y de la expresión de genes asociados con 
el desarrollo de células beta pancreáticas de grupos de células epiteliales no 
diferenciadas. Más recientemente, muchos estudios utilizan nicotinamida en sus 
protocolos con diferentes tipos de células troncales para la diferenciación hacia células 
productoras de insulina in vitro (Chao et al., 2008; Sun et al., 2007; Segev et al., 2004; 
Liu y Lee, 2012). La laminina es otro factor destacado en el desarrollo pancreático como 
indica un estudio que revela su implicación en promover la diferenciación de las células 
beta pancreáticas de ratones fetales (Jiang et al., 1999), además se ha visto que mejora 
la diferenciación con el aumento de la insulina y su liberación en respuesta a la 
concentración elevada de glucosa (León-Quinto et al., 2004; Lin et al., 2010; Lumelsky et 
al., 2001; Liu y Lee, 2012). Por ello, utilizamos estos factores junto con el pool de 
miRNAs pancreáticos con el objetivo de mejorar tanto el proceso de diferenciación y 
obtención de progenitores pancreáticos como su maduración. 
Durante el desarrollo normal, las células beta pancreáticas maduran después de la 





de las características fundamentales de las células beta pancreáticas maduras. Como 
hemos visto la expresión de marcadores del endodermo definitivo se incrementó a lo 
largo del protocolo de diferenciación, pero además los niveles de expresión de varios 
marcadores indicativos de la diferenciación pancreática, incluyendo Nkx6.1, Neurog3, 
Pax6 e Insulina (Ins-I) también aumentaron, mientras que la expresión de Pdx1, un 
regulador de la transcripción que juega un papel crítico en la especificación del páncreas 
y su desarrollo, igualmente se vio claramente favorecida. Por otra parte, no observamos 
una expresión aparente de marcadores exocrinos como Ptf1a, Mist1, Ppy, Sst, Amy2a5 o 
Ctrb1 que codifican para factores de transcripción claves para la diferenciación acinar y 
enzimas digestivas características del componente exocrino del páncreas (Pin et al., 
2001; Beres et al., 2006; MacDonald et al., 2010).  
En conjunto, estos datos sugieren que el protocolo de diferenciación promovió la 
inducción progresiva de las CTEs murinas hacía el endodermo definitivo y progenitores 
pancreáticos, así como el pool de miRNAs pancreático facilitó la diferenciación de estos 
últimos para dar lugar a células productoras de insulina. Sin embargo, es importante 
destacar que una disminución en los marcadores de pluripotencia característicos de las 
CTEs murinas, así como de marcadores expresados en otras capas germinales como son 
el ectodermo y mesodermo, sugeriría que un protocolo particular es capaz de inducir la 
diferenciación eficientemente y enriquecer la población celular de células del linaje 
endodérmico pancreático deseado. En nuestro estudio, efectivamente observamos 
niveles mínimos de expresión de Oct4 y Brachyury lo que sugiere una eficaz inducción 
de la diferenciación y que no hubo producción significativa de tejidos mesodérmicos; Sin 
embargo, se identificó un aumento de expresión de Sox1 que se trata de un marcador 
neuroectodérmico, manifestando que la población resultante fue heterogénea en la que 
no todas las células expresaban características del tejido pancreático.  
A pesar de que el cultivo no era totalmente homogéneo evaluamos la capacidad de las 





representativo de la maduración celular, ya que las células beta pancreáticas adultas 
maduras se definen funcionalmente por su rápida respuesta a los estímulos producidos 
por alteraciones en los niveles de glucosa. Se observó una liberación de insulina 
inducida por glucosa respecto a las células diferenciadas de forma dirigida, coherente 
con la existencia de un pequeño subconjunto de células productoras de insulina. Sin 
embargo, el aumento progresivo de los niveles de glucosa no siempre se tradujo en el 
correspondiente aumento en la liberación de insulina, ya que solo las células 
diferenciadas y tratadas con el pool de miRNAs mostraron una respuesta inicial, aunque 
esta mejora no se vio reflejada con elevados niveles de glucosa. Por tanto, la capacidad 
de respuesta a la glucosa fue menor de lo esperado, estos resultados parecen indicar 
que el pool de miRNAs mejoró la liberación de insulina mediada por glucosa, algo que 
deberá ser corroborado con la experimentación en modelos animales de ratones 
diabéticos. 
En resumen, el protocolo de diferenciación de las CTEs murinas que se describe en este 
estudio dio lugar a la generación de células que muestran características del endodermo 
definitivo. Hay una producción de un pequeño número de población heterogénea de 
células que expresan características de los tejidos pancreáticos; Sin embargo, la mayoría 
de las células parecen estar en una etapa de precursor endocrino pancreático. Respecto 
al pool de miRNAs parece inducir una mejora en la diferenciación de las células como 
muestran los datos de expresión de genes marcadores pancreáticos y liberación de 
insulina, lo que nos indica que la combinación de protocolos de diferenciación con la 
elección de un conjunto adecuado de específicos miRNAs puede constituir una 
estrategia efectiva para inducir la diferenciación pancreática en células troncales. Por 
tanto, fueron necesarios más estudios para dilucidar el papel de los miRNAs claves en la 
especificación de páncreas y su uso en estrategias basadas en miRNAs para la obtención 






5.2. Los miRNAs pancreáticos  
La percepción del papel del ncRNA ha cambiado mucho en las últimas décadas, de modo 
que aquello considerado en gran medida como un DNA "basura" se entiende ahora 
como un material génico capaz de desempeñar un importante papel regulador dentro 
de la célula en procesos esenciales de la biología celular, incluyendo la diferenciación y 
supervivencia (Yamakuchi et al., 2008; Melton et al., 2010). Acorde a la versión 21 de la 
base de datos online de miRNAs se han registrado 2.588 miRNAs diferentes en 
humanos. Como ya hemos comentado el hecho de que los miRNAs posean múltiples 
dianas incrementa enormemente el número de genes diana potenciales y las rutas 
afectadas. Por lo que no es sorprendente que muchos miRNAs hayan sido implicados en 
la diabetes y sus complicaciones (Fernandez-Valverde et al., 2011; Kantharidis et al., 
2011). El área de estudio de los miRNAs evoluciona rápidamente, diversos experimentos 
acerca del perfil de miRNAs se han realizado para determinar su expresión en varios 
tejidos y estos estudios han arrojado un atlas de expresión de miRNAs en mamíferos 
(Landgraf et al., 2007) y su perfil de expresión específico de tejido en diferentes especies 
(Hausser et al., 2009). En los últimos años, numerosos estudios se han realizado en 
células de insulinoma empleadas como modelo de estudio de células pancreáticas 
(MIN6, INS-IE, βTC6…), células beta pancreáticas o islotes pancreáticos (Hennessy et al., 
2010; Baran-Gale et al., 2013; Klein et al., 2013; Tattikota et al., 2013). Esta tendencia 
generalizada pone en relieve el interés por conocer el perfil de expresión característico 
de miRNAs en los diferentes tipos celulares y tejidos, y este incremento del 
conocimiento ha puesto de manifiesto un determinado enriquecimiento de los miRNAs 
en los islotes pancreáticos y las células beta pancreáticas, lo que se ha asociado con un 
importante papel en el desarrollo y la biología de los islotes pancreáticos. 
Nuestro análisis de expresión de miRNAs llevado a cabo tanto en tejido pancreático en 
su conjunto como más específicamente en los islotes pancreáticos aislados, reveló la 





varios miembros de la familia let-7 (let-7a/b/d/f), miR-16, -21, -34a o -204 y un 
enriquecimiento específico en células de los islotes pancreáticos que incluye a miR-7, -
15a/b, -16, -29a/b/c, -30d, -148a, -195, -200a/c, -375 y -376a (Tabla 17).  
miRNA  





let-7 Regula la señalización de insulina. IRS2 (Gurung et al., 2014) 
miR-7 Regula la secreción de insulina. 
Inhibe rutas apoptóticas. 
Interviene en proliferación de 




(Latreille et al., 2014; Wang 
et al., 2013a; Joglekar et al., 
2009; Wei et al., 2013; Kredo-
Russo et al., 2012a; Nieto et al., 
2012; Correa-Medina et al., 
2009; Bravo-Egana et al., 2008; 
Kredo-Russo et al., 2012b) 
miR-15a/b Induce biosíntesis insulina y rutas 
apoptóticas. Alteración de la 
diferenciación y el desarrollo. 




(Joglekar et al., 2007; Tarasov 
et al., 2007; Sun et al., 2011) 
miR-16 Reducción del número de células 
endocrinas. 
NEUROG3 
(Joglekar et al., 2007) 
miR-29a/b/c Interviene en el transporte de 







(Pullen et al., 2011; Baran-Gale 
et al., 2013; Bagge et al., 2013, 
2012; Roggli et al., 2012) 
miR-30a/d 
 
Regula la expresión de insulina. 
Interviene en la glucotoxicidad. 
Inhibe rutas apoptóticas 
NEUROD1 
TNFα MAP4K4  
(Kim et al., 2013; Tang et al., 
2009; Zhao et al., 2012) 
miR-148a Induce la expresión de insulina. ABCA1 
BHLHE22 
SOX6 
(Kang et al., 2013; Melkman-
Zehavi et al., 2011) 





miR-195 Favorece la regeneración 
pancreática. Interviene en el 
desarrollo páncreas. 
NEUROG3 
(Bolmeson et al., 2011; Joglekar 
et al., 2007) 
miR-200a/c Induce la expresión de insulina y 





(Filios et al., 2014; Belgardt 
et al., 2015) 
miR-204 Disminuye la expresión de 
insulina. 
MAFA 
(Xu et al., 2013) 
miR-375 Disminuye la expresión de 
insulina y la GSIS. Incrementa la 
proliferación de células beta 
pancreáticas. Interviene en el 




(Smalheiser y Torvik, 2005; 
Lund et al., 2004; Czech et al., 
2009; Lim et al., 2005; Wang et 
al., 2008; Qi et al., 2009; Xu et 
al., 2009; Wellner et al., 2009; 
Tay et al., 2008a) 
miR-376 Inhibe rutas apoptóticas.  IAPP  
TABLA 17. Lista de los miRNAs identificados con significativa relevancia en la biología y el desarrollo de células 
beta pancreáticas.  
Mucho de los miRNAs identificados están en concordancia con otros estudios 
publicados que han examinado los miRNAs durante la organogénesis del páncreas y un 
número considerable de ellos se han asociado con el desarrollo de células beta 
pancreáticas al afectar a la proliferación o diferenciación como miR-7 (Wang et al., 
2013a), miR-375 (Poy et al., 2009), miR-124a (Baroukh et al., 2007), miR-24 
(Vijayaraghavan et al., 2014), let-7a (Gurung et al., 2014), miR-26a (Fu et al., 2013), miR-
184 (Tattikota et al., 2014), miR-195, -15 y -16 (Joglekar et al., 2007).  
El papel de los miRNAs durante el desarrollo embrionario es particularmente evidente 
en ratones knockout que carecen de alguno de los distintos genes claves de 
procesamiento de los miRNAs como Dicer, DGCR8, Drosha o Ago2. Estos ratones 
knockout mueren durante la gestación temprana con graves defectos del desarrollo 
(Bernstein et al., 2003; Fukuda et al., 2007; Morita et al., 2007; Wang et al., 2007; 





Shekar et al., 2011). Para mejorar nuestro conocimiento, la primera publicación que 
mostró como la expresión de los miRNAs es necesaria para la organogénesis pancreática 
fue publicada en 2007; utilizando un transgénico PDX1-Cre en el que se deleciona la 
proteína Dicer que origina la inactivación de la ruta completa de los miRNAs en el 
conducto pancreático temprano de ratones. Estos animales mostraron graves defectos 
en todo el linaje pancreático donde las células endocrinas y especialmente las células 
beta pancreáticas productoras de insulina fueron disminuidas drásticamente, lo que 
sugiere la importante implicación de los miRNAs en el desarrollo del páncreas.  
Por otro lado, la función más importante de las células beta pancreáticas es la 
producción y secreción de insulina, y los miRNAs intervienen en diferentes funciones 
claves de este proceso. En las células beta pancreáticas deficientes en la proteína Dicer, 
las cuales exhiben un defecto general en el procesamiento de los miRNAs, se produce 
una pérdida de expresión de insulina (Melkman-Zehavi et al., 2011). Un estudio 
posterior demostró como la perdida de Dicer en células progenitoras endocrinas resulta 
en una especificación normal del destino endocrino, aunque los islotes pancreáticos 
aparecen desorganizados, la expresión de insulina esta disminuida y los mutantes 
presentan hiperglicemia neonatal (Kanji et al., 2013). En un estudio previo la actividad 
de Dicer fue anulada en las células beta pancreáticas diferenciadas, resultando también 
en una pérdida de la expresión de insulina (Kalis et al., 2011).  
Todo esto pone en evidencia la necesidad de determinados miRNAs para la correcta 
síntesis de insulina y dada la importancia de una respuesta de la insulina controlada, no 
es de extrañar que este proceso se controle a un nivel adicional por estos miRNAs. Se ha 
visto que normalmente los miRNAs tienen un efecto inhibidor de la exocitosis de 
insulina, lo que parece sugerir que el principal objetivo en las células beta pancreáticas 







5.3. Implicación de los miRNAs en las Células Beta 
Pancreáticas 
Una vez se ha culminado el desarrollo de los islotes pancreáticos se ha visto como el 
funcionamiento de las células beta pancreáticas maduras puede ser regulado por la 
acción de diversos miRNAs que controlan tanto la producción como la secreción de 
insulina a través de la regulación de dianas claves en la maquinaria exocítica de 
secreción (Poy et al., 2004; Latreille et al., 2014; Lovis et al., 2008; Sun et al., 2011; 
Pullen et al., 2011; Melkman-Zehavi et al., 2011; Chakraborty et al., 2014; Baroukh y Van 
Obberghen, 2009). Por tanto, resulta obvio considerar que estos miRNAs constituyen un 
componente importante en la maduración de las células beta pancreáticas (Figura 49). 
La insulina se produce en las células beta pancreáticas a través de la transcripción del 
gen de la insulina, la traducción en pre-proinsulina y el empaquetamiento en forma de 
gránulos en el aparato de Golgi como proinsulina. En el transporte a la membrana 
plasmática, la proinsulina se escinde en insulina y péptido C mediante las 
endopeptidasas PC1/3 y PC2 (Uchizono et al., 2007). Muchos estudios han identificado 
varios miRNAs que afectan a la biosíntesis de la insulina a diferentes niveles. En este 
sentido, miR-7 es uno de los miRNAs destacados que en los últimos años se ha visto que 
presenta una alta y específica expresión en el páncreas endocrino de pez cebra, ratón y 
humanos (Wienholds et al., 2005; Bravo-Egana et al., 2008; Correa-Medina et al., 2009). 
El precursor de miR-7 es codificado por diferentes loci (7-1, 7-2 y 7-3 en humanos y 7a-
1, 7a-2 y 7a-3 en ratones), estos últimos son inducidos por NEUROD1 en células MIN6 
(Kredo-Russo et al., 2012b). Se le ha relacionado con la función de células beta 
pancreáticas regulando la secreción de insulina a través de dianas claves en la fusión 
vesicular y proteínas SNARE, así como en proteínas implicadas en el tráfico vesicular, 
unión a membrana y la reorganización del citoesqueleto. La deleción especifica de miR-
7a-2 en células beta pancreáticas murinas incrementa la secreción de insulina y mejora 





murinos, miR-7 es también incrementado y regula negativamente la GSIS (Latreille et al., 
2014). Consistente con el incremento en modelos de diabetes murinos y el efecto 
perjudicial en la GSIS, miR-7 se encontró incrementado en los islotes pancreáticos de 
cadáveres donantes diabéticos comparado con donantes obesos no diabéticos (Latreille 
et al., 2014), confirmando el papel de este miRNA en la fisiopatología de islotes 
pancreáticos humanos. 
Otro miRNA destacado que fue uno de los primeros en asociarse con las células beta 
pancreáticas y que mostró regulación de la secreción de insulina fue miR-375 (Poy et al., 
2004). Este miRNA se expresa abundantemente de forma específica en islotes 
pancreáticos (van de Bunt et al., 2013; Avnit-Sagi et al., 2009) y en células de insulinoma 
de ratón (Poy et al., 2004). La sobreexpresión de miR-375 disminuye la GSIS a través de 
la diana miotrofina (Mtpn), una proteína implicada en el transporte vesicular (Li et al., 
2010), que dará lugar a una disminución de la exocitosis de insulina independiente de la 
señalización del calcio intracelular (Poy et al., 2004). Además, miR-375 se ha relacionado 
con una disminución de la expresión del gen de la insulina a través de su diana PDX1 en 
células INS-1E (El Ouaamari et al., 2008). Sin embargo, no se ha visto reflejado con la 
sobreexpresión de miR-375 en las CTEs (HS181), ni en otros estudios que sugieren 
diferentes genes importantes durante el desarrollo celular incluyendo a Hnf1β, Sox17, 
Gata6 y Pax6, de los cuales solo Hnf1β ha sido verificado (Wei et al., 2013), lo que puede 
sugerir un distinto papel de los miRNAs en células diferenciadas totalmente maduras 
donde el papel más importante de miR-375 en la célula beta adulta estaría encaminado 
a mantener una respuesta exocitótica adecuada, respecto a las células en desarrollo que 
no han alcanzado aún su estado funcional. Otros miRNAs que se han descrito como 
reguladores de la GSIS son miR-130a, -200 y -410. La inhibición de estos miRNAs parece 
disminuir la GSIS en células MIN6, aunque la más que probable implicación de múltiples 
miRNAs en este proceso hace que sea difícil asignar las funciones definitivas de cada 





Varios miembros de la familia miR-30 parecen desempeñar un papel importante en la 
secreción de insulina. Uno de estos miembros como es miR-30a, se encontró 
incrementado en condiciones de alta glucosa y suprime directamente la expresión de 
NEUROD1 como una etapa de iniciación importante de disfunción de las células beta 
pancreáticas inducida por glucotoxicidad (Tang et al., 2009). Se ha descrito también que 
la sobreexpresión de miR-30d incrementa la expresión del gen de insulina en células 
MIN6 e islotes pancreáticos murinos, a través del factor Mafa (Tang et al., 2009; Zhao 
et al., 2012), aunque no se conoce la diana directa que mediaría en este efecto. 
Otra familia importante de miRNAs en la secreción de insulina es la formada por miR-
29a/b/c, la cual ha sido asociada por múltiples estudios con la regulación de la secreción 
de insulina en las células beta pancreáticas mediante la unión directa a la sintaxina-1, 
una proteína SNARE implicada en la exocitosis de insulina (Bagge et al., 2013). En 
respuesta a estímulos de glucosa en células INS-1E, células beta pancreáticas e islotes 
pancreáticos humanos y murinos se produce un incremento de miR-29 (Bagge et al., 
2012) y la correspondiente disminución de la sintaxina-1 conlleva efectos negativos 
sobre la GSIS. La sobreexpresión de miR-29 en células MIN6 y en islotes pancreáticos 
murinos disociados da lugar a una disminución similar sobre la GSIS y se produce junto 
con una disminución en el factor OC-2, uno de las dianas predichas de miR-29 que 
regula negativamente la expresión de granufilina (Roggli et al., 2012). Algunos 
miembros de la familia miR-29 (miR-29a/b) se han relacionado también con la inhibición 
del transportador de monocarboxilato (Mct1) (Pullen et al., 2011) y dado que la relación 
ATP/ADP es crucial para la secreción de insulina, el efecto de la unión a Mct1 que 
permite la circulación de piruvato al interior de la célula beta pancreática puede tener 
un papel clave en el efecto de miR-29 sobre la detección de glucosa y posterior 
secreción de insulina. 
Obviamente, la función de células beta pancreáticas requiere un apropiado control no 





ambos procesos afectan al desarrollo de la diabetes. Entre los miRNAs que identificamos 
en las muestras analizadas encontramos una serie de miRNAs que recientemente se ha 
descrito su capacidad para modular la producción de insulina, ya sea inhibiendo la 
transcripción de la biosíntesis de insulina como miR-204 (Xu et al., 2013) o 
incrementándola como miR-15, -26, -148 y -182 (Melkman-Zehavi et al., 2011; Sun et al., 
2011). 
Uno de los primeros miRNAs asociados con la diabetes fue miR-204, que presenta un 
claro aumento de expresión como consecuencia de una sobreexpresión de la proteína 
pro-diabética TXNIP en células INS-1. Este aumento de expresión es generalizado en 
múltiples modelos de diabetes y su interacción con el factor Mafa produce su inhibición 
con la consecuente disminución en la producción de insulina de células INS-1 e islotes 
pancreáticos humanos. 
Por el contrario, el contenido de insulina puede ser promovido mediante la interacción 
de otros miRNAs con represores transcripcionales. Después de encontrar que la 
disminución global de los miRNAs mediante un sistema inducible da lugar a un fenotipo 
diabético y una disminución de los niveles de insulina, el papel de algunos miRNAs 
expresados abundantemente en células beta pancreáticas fue investigado. Entre ellos, 
la inhibición de miR-24, -26, -148 y -182 resultó en una disminución de los niveles del 
mRNA de insulina en islotes pancreáticos primarios (Melkman-Zehavi et al., 2011). Este 
efecto fue asociado al menos parcialmente a la desactivación de determinados 
represores transcripcionales de la insulina como Sox6 que interfiere con la activación 
transcripcional de Pdx1 (Iguchi et al., 2005) y Bhlhe22 que puede actuar como regulador 
negativo de Neurod1 (Peyton et al., 1996). Por otro lado, miR-24 también interacciona 
con genes relacionados con la aparición de diabetes  como son NeuroD1 y Hnf1α e 
inhibe la secreción de insulina y la proliferación de células beta pancreáticas (Zhu et al., 
2013). Otro miRNA implicado en el aumento de la biosíntesis de insulina es miR-15a, 





posiblemente mediante interacción con UCP2 que a su vez altera la relación ATP/ADP. 
Llama la atención también que en condiciones de alta glucosa se incrementan los 
niveles de miR-15a a corto plazo, sin embargo, la exposición prolongada a estas 
condiciones de alta glucosa disminuye el nivel de miR-15a, asociándose con la 
glucotoxicidad que aparece por los efectos adversos que produce la hiperglucemia 
crónica (Sun et al., 2011). 
 
FIGURA 49. Procesos clave de células beta pancreáticas en los que se han identificado miRNAs 
implicados. Los miRNAs son agrupados en base al actual conocimiento de sus funciones primaras, 
aquellos con múltiples funciones en células beta  pancreáticas se agrupan en el cruce de las 
secciones del diagrama Venn. 
5.4. Los miRNAs y la diferenciación de las CTEs: Implicación 
en la obtención de células productoras de insulina 
La generación de células beta pancreáticas maduras ha sido ampliamente estudiada en 
una gran variedad de células troncales. En nuestro laboratorio a partir del conocimiento 
sobre el desarrollo embrionario y los progresos realizados con las CTEs murinas (Soria 
et al., 2000; León-Quinto et al., 2004; Vaca et al., 2006, 2008; Salguero-Aranda et al., 





diferenciación de las CTEs e iPSC humanas hacia células productoras de insulina 
simulando las fases del desarrollo de los islotes pancreáticos in vivo, a través de la 
obtención del endodermo definitivo, endodermo pancreático y finalmente la generación 
de células endocrinas y el enriquecimiento de una masa de células beta pancreáticas 
capaz de secretar insulina y péptido C (Pezzolla et al., 2015). Un número considerable de 
miRNAs se han asociado con el desarrollo de células beta pancreáticas al afectar a la 
proliferación o diferenciación y no sorprende que muchos de ellos también se hayan 
asociado con la función de células beta pancreáticas maduras. Sin embargo, los perfiles 
de expresión y el papel de los miRNAs en el proceso son poco conocidos y en algunas 
ocasiones contradictorios (Rosero et al., 2010). Por esta razón, la implicación de los 
miRNAs en la diferenciación de los islotes pancreáticos y cómo pueden actuar los 
miRNAs debe ser estudiado más a fondo. En el presente estudio, se utilizó una 
estrategia que simulaba el desarrollo de los islotes pancreáticos humanos in vivo 
mediante un protocolo de diferenciación in vitro, en el que los patrones de expresión de 
genes y proteínas específicas se controlaron durante la diferenciación y posteriormente 
se detectó la expresión dinámica de los miRNAs, que mostraron un patrón específico-
temporal de expresión durante la diferenciación. 
Actualmente, está bien reconocido que los intentos de generar células pancreáticas a 
partir de células pluripotentes debe establecer primero una población del endodermo 
definitivo, como vimos anteriormente en las células murinas. La activación de las vías de 
señalización Wnt y Nodal fueron identificadas como suficientes para inducir el 
endodermo definitivo tanto en el ratón como en las CTEs humanas. En nuestro modelo, 
las altas concentraciones de activina A se utilizan para simular la función del inductor 
endodérmico endógeno Nodal, actuando en los mismos receptores y desencadenando 
una serie de eventos de señalización muy similares. Además de la señalización 
Activina/Nodal, existe otra vía que desempeña un papel importante en la especificación 
del endodermo, como es la señalización Wnt. El tratamiento inicial con Wnt3a mejora la 





población mesendodérmica progenitora transitoria, a partir de la cual se forman 
mesodermo y endodermo. La  correcta interacción entre ambas vías de señalización, 
Wnt y TGF-β, resulta crucial para la inducción del endodermo definitivo y posterior 
generación de progenitores específicos endodérmicos (Toivonen et al., 2013; Hoveizi 
et al., 2015; Sui et al., 2013; Hay et al., 2008; Guo et al., 2014).  
La forma de producirse la segregación del linaje mesendodérmico hacia mesodermo y 
endodermo actualmente es poco conocida. Los progenitores del mesendodermo activan 
un programa molecular específico del tipo celular, detectándose una fuerte expresión 
de FOXA2 y SOX17 en el naciente endodermo definitivo. Estudios Knockout revelan que 
ambos son cruciales para determinar el destino celular y reguladores principales de la 
diferenciación hacia el endodermo definitivo (Kanai-Azuma et al., 2002; Burtscher y 
Lickert, 2009). La expresión de marcadores del endodermo definitivo incluyendo SOX17, 
FOXA2 y GSC fueron confirmados por qPCR e IF. Una vez establecido el endodermo 
definitivo, los signos morfológicos de la organogénesis in vivo son evidentes en el tubo 
del intestino primitivo. El endodermo modela su patrón específico mediante una 
completa interacción entre mesodermo y endodermo en el que están implicados un 
gradiente de FGFs, BMPs, ácido retinoico y la vía de señalización Shh (Zaret, 2001; 
Cardoso y Lü, 2006; Shannon y Hyatt, 2004). Las vías de señalización RA y FGF, 
interaccionan para modular el patrón endodérmico apoyando la especificación del 
páncreas (Duester, 2008), de modo que la optimización de la sincronización y la 
concentración del ácido retinoico y los FGFs, es requerida para la obtención del esbozo 
pancreático del intestino anterior. El ácido retinoico juega un papel crucial poco después 
de la gastrulación en el patrón endodérmico y en la inducción de la expresión de PDX1 
en los progenitores pancreáticos de varios organismos, desde Xenopus a los seres 
humanos, lo que indica la conservación de su actividad durante la evolución del 
desarrollo embrionario (Stafford et al., 2004; Martín et al., 2005; Oström et al., 2008). El 
papel del ácido retinoico fue evaluado durante la diferenciación de las CTEs humanas 





unos niveles notables de PDX1, un factor esencial para el desarrollo de páncreas, siendo 
parte de esta actividad mediada también por FGFs a través de la señalización ERK/MAPK 
que puede ser inducida por el hrbFGF (Ameri et al., 2010; Mfopou et al., 2010).   
In vivo, la actividad de las BMPs generadas por las estructuras adyacentes a los 
derivados del mesodermo, opera en el endodermo ventral asociándose con la inducción 
hepática durante el desarrollo embrionario temprano. Sin embargo, los progenitores 
pancreáticos se encuentran lejos de esta línea media endodérmica donde existe una 
señalización BMP activa, de modo que la inhibición de esta vía en el endodermo dorsal 
desempeña una función crucial en la adquisición del destino pancreático (Zaret, 2002; 
Wandzioch y Zaret, 2009). Por tanto, el tratamiento combinado del ácido retinoico con 
antagonistas como la nogina para inhibir la vía de señalización BMP fue requerido en 
este estudio para una fuerte inducción del destino pancreático evitando al mismo 
tiempo la diferenciación hepática.  
El factor PDX1 requerido para el desarrollo del páncreas se expresa en una región 
restringida donde la vía de señalización Shh es reprimida, además se demostró que esta 
vía desempeña también un papel negativo ex vivo mediante la limitación de la expresión 
de genes endocrinos y exocrinos en explantes pancreáticos embrionarios murinos 
(Mfopou y Bouwens, 2008; Mfopou et al., 2007; Kim y Melton, 1998). Todo esto indica 
la necesidad de antagonizar con la vía de señalización Shh que se encuentra activa 
durante la diferenciación de las CTEs, de forma que la exposición a ciclopamina, un 
alcaloide esteroide que bloquea la vía de señalización Shh, promueve la expansión 
pancreática. La adición secuencial de los factores hrbFGF, nogina y ciclopamina indujo la 
especificación del endodermo pancreático a expensas de otros linajes endodérmicos del 
intestino anterior, como muestra el perfil de expresión de genes pancreáticos. Las 
células progenitoras pancreáticas se caracterizan por la expresión de un subconjunto de 





PDX1, PAX6, HNF1β y NKX6.1, confirmando la obtención in vitro de unas células 
progenitoras con capacidad para dar lugar a células productoras de insulina.  
Aunque la cascada de factores de transcripción que regula la diferenciación endocrina 
pancreática ha sido explorada en gran medida, hasta la fecha las señales que 
desencadenan la maduración de los progenitores constituyen un proceso difícil de 
alcanzar. Debido a la compleja naturaleza de la diferenciación endocrina pancreática, 
aún no dilucidada por completo, la generación de células productoras de insulina 
maduras y funcionales no se ha logrado con la eficiencia necesaria in vitro. En nuestro 
estudio con el fin de simular el entorno real de las células beta pancreáticas en los 
islotes pancreáticos, las células fueron parcialmente disociadas para posteriormente 
inducir la formación de cluster o agrupaciones celulares tridimensionales similares a la 
topología de islotes pancreáticos in vivo. Hasta el momento para conseguir la 
maduración se han empleado un gran número de factores como la betacelulina, 
activina, exendina-4, factor de crecimiento similar a la insulina, factor de crecimiento de 
hepatocitos (HGF), nicotinamida, BMPs, FGFs, ácido retinoico, ITS o fibronectina (Zhang 
et al., 2009; Jiang et al., 2007a; Oström et al., 2008; Jiang et al., 2007b; D’Amour et al., 
2006; Mfopou et al., 2010; Vaca et al., 2008), mientras que nuestro estudio se centró en 
la maduración de los clusters celulares mediante el resveratrol (Pezzolla et al., 2015). La 
caracterización de las células obtenidas tras esta etapa final, confirmó que fuimos 
capaces de obtener clusters similares a los islotes pancreáticos, que expresan diferentes 
marcadores de los islotes pancreáticos maduros. Estas células se caracterizan por un 
perfil de expresión génico propio de células beta pancreáticas maduras (NKX6.1, MAFA, 
GLUT2 e INS), la detección por IF de factores de transcripción específicos del desarrollo 
pancreático (FOXA2 y SOX17) y de hormonas pancreáticas endocrinas (INSULINA y 
PÉPTIDO-C), así como por respuesta a la GSIS. Además, las células diferenciadas fueron 
capaces de completar el proceso de maduración y ser funcionales cuando se 
trasplantaron en ratones diabéticos como se observó en experimentos in vivo (Pezzolla 





Mientras que la densidad celular, matriz extracelular, factores de crecimiento y las 
señales autocrinas y paracrinas que acabamos de describir probablemente actúan como 
los principales motores del destino celular, los miRNAs juegan un papel crítico al actuar 
rápidamente para suprimir la expresión de genes que regulan la pluripotencia y linajes 
no deseados. Por ello, en nuestro laboratorio nos interesamos por estudiar el patrón de 
expresión global de miRNAs durante las diferentes etapas de diferenciación de las CTEs 
hacia células productoras de insulina. Los miRNAs pueden regular activamente la 
diferenciación de las células troncales para convertirse en células del linaje endocrino 
pancreático, incluyendo las células beta pancreáticas productoras de insulina. Este es un 
proceso dinámico en el que algunos miRNAs ayudan a mantener la pluripotencia, 
mientras que otros impulsan las decisiones del destino celular. Así, trabajos previos han 
descrito que las CTEs poseen un pool especifico de miRNAs, el cual desempeña un 
importante papel en la regulación del estado pluripotente y cómo el destino celular 
puede ser modificado alterando el contenido celular de miRNAs (Cell et al., 2008; Lin 
et al., 2008). Nuestro análisis revela también una serie de miRNAs expresados 
preferentemente en las CTEs en estado no diferenciado como es la familia miR-302 y 
otros miRNAs cuyo perfil de expresión varía activamente durante el proceso de 
diferenciación (miR-7, -15a/b, -16a, 29b, -148a, -373 y -375). Trabajos pioneros en 
Drosophila sugirieron que una de las funciones de los miRNAs es reprimir mRNAs diana 
en tejidos en los que no deben expresarse para conferir solidez de la expresión génica 
(Stark et al., 2005), de forma que es factible pensar que los altos niveles de estos 
miRNAs expresados durante el proceso de diferenciación suprimen programas 
específicos de factores de transcripción hacia linajes no deseados. 
El mantenimiento de la pluripotencia en las CTEs humanas está bajo el control de la ruta 
de señalización TGF-β. La activación de la vía de señalización Activina/Nodal de esta ruta 
afecta a la expresión de un subconjunto de miRNAs en las CTEs, que incluye a un 
miembro de la familia miR-302 como miR-373. Niveles de expresión apropiados de este 





ya que su sobreexpresión conduce a la diferenciación hacia un linaje mesendodérmico 
(Rosa et al., 2014). Estos efectos podrían estar mediados al menos parcialmente por la 
represión de LEFTY, un inhibidor del ligando Nodal y dado que los genes LEFTY son 
activados por la señalización Activina/Nodal (Shen, 2007), parece ser que una 
complicada red de circuitos de retroalimentación positiva/negativa que involucra rutas 
de señalización y la familia miR-302, funcionan cooperativamente con el fin de 
mantener un delicado equilibrio entre la pluripotencia y la diferenciación de las CTEs. 
Un componente del núcleo transcripcional regulador de las CTEs como NANOG, se 
encuentra entre los genes activados por Smad2/3, que a su vez se ha considerado como 
una probable diana de miR-373, aunque no podemos excluir que otras vías participen en 
la regulación de miR-373 como la vía de señalización Wnt (Rosa et al., 2014; Zhou et al., 
2012), implicada tanto en el mantenimiento de la pluripotencia como en la formación 
del mesendodermo. El nivel de expresión de miR-373 es bajo durante el estado de 
autorrenovación de las CTEs y se induce durante la diferenciación. Este incremento de 
expresión en miR-373 inhibe el estado de autorrenovación, reprimiendo la expresión de 
genes pluripotentes e induciendo el linaje mesendodérmico. Acorde al perfil de 
expresión observado en nuestro estudio, podemos considerar que una cantidad 
específica de miR-373 especificado por un nivel discreto de señalización Activina/Nodal 
debe mantenerse en la célula con el fin de prevenir la diferenciación. La activación de la 
señalización Activina/Nodal induce la expresión de miR-373 y el circuito de factores de 
transcripción que a su vez promueve la generación del mesendodermo. Además, los 
genes NODAL y LEFTY son positivamente regulados por Smad2/3, por lo que se 
establece un complejo circuito de retroalimentación positivo/negativo que controla el 
proceso.  
Durante el desarrollo los procesos de proliferación y diferenciación se mantienen en 
equilibrio y se extienden de manera mutuamente excluyentes. El control post-
transcripcional de la expresión génica desempeña un papel clave en este equilibrio 





determinados momentos y lugares precisos. Un estudio para identificar los miRNAs 
altamente expresados durante el desarrollo pancreático reveló que miRNAs específicos 
de islotes pancreáticos como son miR-7, -9, -375 y -376, fueron expresados a altos 
niveles durante la diferenciación de los islotes pancreáticos humanos (Joglekar et al., 
2009). Posteriormente, se ha demostrado que miR-7 y -375 son esenciales para el 
desarrollo de las células beta pancreáticas y su función (Bravo-Egana et al., 2008; 
Kloosterman et al., 2007; Poy et al., 2009; Lynn et al., 2007). Se ha visto que la masa de 
células beta pancreáticas es severamente disminuida en ratones deficientes en miR-375 
(Poy et al., 2009) y la inactivación de miR-7 también produce una disminución en el 
número total de células beta pancreáticas, expresión de insulina y tolerancia a la 
glucosa después del nacimiento (Nieto et al., 2012), lo que sugiere un importante papel 
de estos miRNAs en la proliferación de las células beta pancreáticas. Se ha descrito que 
miR-7 es muy abundante en las células endocrinas (Correa-Medina et al., 2009; Bravo-
Egana et al., 2008) y su expresión aumenta a lo largo de la progresión del desarrollo y la 
diferenciación de los islotes pancreáticos humanos (Joglekar et al., 2009), así como en el 
desarrollo pancreático murino (Nieto et al., 2012). En conjunto, estos resultados 
sugieren que miR-7 y -375 constituyen importantes miRNAs en la obtención de células 
productoras de insulina maduras. Interesantemente, en nuestro estudio durante las 
primeras etapas de diferenciación de las CTEs con el establecimiento del endodermo 
definitivo se produjo un aumento considerable en la expresión de miR-7 y -375 para 
luego comenzar a declinar hasta el final de la diferenciación. El aumento de expresión 
de los niveles de miR-7 y -375 coincidió con el establecimiento del endodermo definitivo 
presentando un patrón de expresión muy similar a marcadores endodérmicos como 
SOX17, FOXA2 y GSC. La alta expresión de miR-7 y -375 en progenitores del linaje 
endodérmico sugiere que estos promueven la segregación del linaje mesendodérmico 
posiblemente mediante la supresión de una inapropiada expresión de factores de 
transcripción del linaje mesodérmico. Posteriormente, la disminución de expresión en 





genes progenitores pancreáticos como PDX1, PAX6, HNF1β y NKX6.1, lo que puede 
reflejar algún mecanismo de regulación indirecta de estos miRNAs sobre tales genes. 
Por tanto, podemos considerar que miR-7 y -375 actúan durante el establecimiento del 
endodermo definitivo y la inducción de estas células obtenidas a partir de las CTEs hacia 
progenitores pancreáticos, algo que estaría en consonancia con estudios previos 
(Correa-Medina et al., 2009; Nieto et al., 2012). Además, el patrón de expresión 
dinámico de miR-7 y -375 fue similar al que tiene lugar durante el desarrollo del 
páncreas fetal humano (Correa-Medina et al., 2009), lo que apoya además que el 
protocolo de diferenciación utilizado en este estudio se aproxima en gran medida a los 
acontecimientos ocurridos durante el desarrollo pancreático humano. 
La familia miR-15 y -16 se han descrito como atenuadores de la vía de señalización 
Activina/Nodal a través del receptor de Activina tipo II (Acvr2a), mientras que estos 
mismos miRNAs son regulados negativamente por la vía de señalización Wnt/β-catenina 
(Martello et al., 2007). El perfil de expresión de nuestro estudio concuerda 
perfectamente con esta observación, ya que la expresión de miR-15a/b y -16 es 
atenuada en las primeras etapas de diferenciación caracterizadas por la activación de 
ambas vías de señalización con el fin de generar un linaje mesendodérmico que 
desemboque en un destino endodérmico. Como ya hemos comentado el proceso de 
esta segregación no es ampliamente conocido, pero si se ha revelado que la posterior 
diferenciación en el linaje endodérmico requiere altos niveles de Activina/Nodal, 
mientras que la diferenciación en el linaje mesodérmico requiere bajos niveles de 
Activina/Nodal (Kubo et al., 2004; Tada et al., 2005). Por tanto, después del 
establecimiento del endodermo se inhibe esta vía y cesa la atenuación de miR-15a/b y -
16. Por otro lado, durante el desarrollo del páncreas, NEUROG3 dirige a las células 
precursoras hacia un destino endocrino y ha sido descrito también una expresión de 
miR-15a/b, -16 y -195 en el páncreas en regeneración de ratones parcialmente 
pancreatectomizados, pudiendo existir una interacción con NEUROG3 (Gradwohl et al., 





pancreático murino, resultó en un aumento en NEUROG3, así como en factores 
asociados, NKX2.2 y NEUROD1. Por el contrario, la sobreexpresión de estos miRNAs en 
el desarrollo de explantes de los conductos pancreáticos murinos condujo a una 
reducción en el número total de células endocrinas, lo que sugiere que estos miRNAs 
pueden desempeñar un papel importante en el control del desarrollo de los islotes 
pancreáticos y la diferenciación celular (Joglekar et al., 2007). Por tanto, un bajo nivel de 
expresión de miR-15a/b y -16 resulta sustancial para la función de las células beta 
pancreáticas. Nuestros resultados, reflejaron como estos miRNAs atenuados 
inicialmente, aumentan progresivamente durante las posteriores etapas de 
diferenciación hasta la generación de los progenitores pancreáticos y sus niveles se 
reducen drásticamente con la maduración de los progenitores para dar lugar a células 
productoras de insulina, lo que sugiere que probablemente desempeñen algún papel 
importante para la generación de los progenitores pancreáticos, sin embargo su 
expresión debe ser declinada para la maduración y proliferación de las células 
endocrinas. 
La familia miR-29 está constituida por miRNAs expresados altamente en células beta 
pancreáticas maduras (Larsen et al., 2011; Pullen et al., 2011; Baran-Gale et al., 2013), 
relacionados fundamentalmente con los procesos de producción y secreción de insulina. 
Aunque también se ha visto que en células INS-1E la sobreexpresión de miR-29 induce la 
proliferación de las células beta pancreáticas, mientras que en los islotes pancreáticos 
de ratones diabéticos la disminución de los niveles de expresión de miR-29 se 
corresponde con una gran disminución en la proliferación de células beta pancreáticas 
(Bagge et al., 2012). Dada la relación de la familia miR-29 con la proliferación de células 
beta pancreáticas el incremento observado al final de la diferenciación parece ser 
razonable y podría estar actuando durante la diferenciación de los progenitores 
pancreáticos a células productoras de insulina. Por otro lado, se ha descrito que miR-29 
interviene también reprimiendo la vía de señalización Wnt/β-catenina (Yang et al., 





factor necesario para la inducción del endodermo, pero que a su vez es regulado por la 
insulina (Wolfrum et al., 2003) y se opone a la acción de esta (Puigserver y Rodgers, 
2006). Estas observaciones pueden explicar la disminución observada en la expresión de 
miR-29 en las etapas iniciales de diferenciación y su posterior aumento durante la etapa 
de maduración de los progenitores pancreáticos hacia células productoras de insulina.  
La biosíntesis de insulina es estimulada por miR-148a a través de la inhibición de 
represores transcripcionales, sin embargo también se ha relacionado con la atenuación 
de la vía de señalización Shh (Liu et al., 2015), un proceso importante para la expansión 
de los progenitores pancreáticos. Para ello, miR-148a suprime la expresión del gen Gas1 
el cual codifica un receptor de membrana que facilita la vía de señalización Shh (Jin 
et al., 2015). Nuestro estudio revela un aumento progresivo de miR-148a, alcanzando 
niveles de expresión relevantes con la etapa de expansión de progenitores pancreáticos 
inducida por la atenuación de la vía de señalización Shh y la etapa de maduración para 
obtener células productoras de insulina. 
5.5. Utilidad de los miRNAs en la diferenciación pancreática 
de las CTEs 
Muchos investigadores están desarrollando activamente protocolos y métodos 
eficientes para la diferenciación pancreática a partir de diversos tipos de células 
troncales. Estos protocolos y métodos como hemos detallado se basan en la función de 
múltiples genes y diversos factores, prestando especial atención a las pequeñas 
moléculas que están implicadas en la diferenciación de las células pancreáticas 
humanas; No obstante, es difícil de recapitular el desarrollo de páncreas in vitro y una 
de las principales problemáticas recala en la producción de células productoras de 
insulina maduras que respondan a los secretagogos adecuados y posean todas las 
características de las células beta pancreáticas humanas adultas, de forma que hasta el 
momento la mayoría de protocolos de diferenciación in vitro producen células 





sugiere un tipo de célula inmadura (Jiang et al., 2007a; Nostro et al., 2011; Rezania 
et al., 2011; D’Amour et al., 2006).  
Una estrategia alternativa para promover la maduración de las células productoras de 
insulina es el trasplante de progenitores pancreáticos derivados de las células troncales, 
lo que permite que se produzca la maduración in vivo. Injertos de clusters celulares 
similares a los de los islotes pancreáticos fetales humanos maduraron 
satisfactoriamente en células productoras de insulina sensibles a glucosa en ratones 
(Hayek y Beattie, 1997), sugiriendo que podría ser una estrategia valida en células 
diferenciadas a partir de las CTEs. Los primeros estudios que utilizaron este enfoque 
describieron una mejoría en la hiperglucemia inducida por STZ tras el trasplante de 
células productoras de insulina obtenidas a partir de células troncales. Sin embargo, el 
péptido C circulante bien no fue medido (Shim et al., 2007) o fue demasiado bajo para 
ser clínicamente relevante (Jiang et al., 2007b). Además, aunque se detectaron células 
positivas para péptido C en los injertos renales, estos no constituían células beta 
pancreáticas maduras, ya que expresaban múltiples hormonas y no expresaron de 
manera uniforme marcadores cruciales de las células beta pancreáticas maduras (Shim 
et al., 2007; Jiang et al., 2007b). La empresa ViaCyte proporcionó evidencias 
convincentes de la madurez de las células beta pancreáticas in vivo, con la secreción del 
péptido C en respuesta a la glucosa y células monohormonales positivas para insulina 
que coexpresaban marcadores claves como PDX1, NKX6.1, AFP y las enzimas de 
procesamiento (Kroon et al., 2008). Este estudio y un reciente seguimiento (Kelly et al., 
2011) representaron avances importantes para el campo, pero también plantearon 
preguntas acerca de la aplicabilidad clínica del trasplante de una población mixta de 
células inmaduras obtenidas a partir de las CTEs, constituida por diferentes tipos 
celulares pancreáticos  (Bruin et al., 2016; Soria et al., 2016). Por un lado, un gran 
porcentaje de los ratones trasplantados con los progenitores pancreáticos desarrollaron 
teratomas y por otro no demostraron la maduración de las células en un entorno 





hiperglucemia inducida por STZ, un escenario que no se produce clínicamente (Kroon 
et al., 2008). 
Otros grupos de investigadores han intentado repetir el protocolo de diferenciación de 
D’Amour (D’Amour et al., 2006) con diferentes líneas celulares, pero bien no han 
conseguido generar células pancreáticas endocrinas o se generaron células con una baja 
eficiencia. Esto es probablemente un reflejo de la variabilidad entre las diversas líneas 
de células troncales pluripotentes y los protocolos utilizados para su diferenciación. Sin 
embargo, como ya hemos descrito nuestro laboratorio ha conseguido desarrollar un 
protocolo de diferenciación para la producción con éxito de células productoras de 
insulina obtenidas a partir de las CTEs e iPSCs in vitro con alta eficiencia.  Se trata de 
células funcionales que expresan MAFA, PDX1, NKX6.1 y los marcadores clave de las 
células beta pancreáticas maduras, además de mostrar una satisfactoria respuesta a la 
GSIS, aunque esta no llega a ser tan eficiente como la de células beta pancreáticas en los 
islotes pancreáticos humanos durante incubaciones estáticas in vitro. Puesto que los 
ensayos dinámicos de la GSIS relevaron similitudes pero también diferencias entre las 
células productoras de insulina obtenidas y las células beta pancreáticas primarias 
humanas, especialmente en la capacidad de las células para adaptarse a cambios 
rápidos en los niveles de glucosa. Por tanto, son células que pueden responder a los 
estímulos de glucosa, aunque con una cinética alterada, lo que indica un estado de 
maduración mejorado relativo a protocolos previos, pero aun con una inmadurez 
funcional con respecto a las células beta humanas adultas, siendo susceptibles de ser 
sometidas a procesos que mejoren su funcionalidad. 
Nuestro estudio del perfil de expresión de miRNAs nos permitió identificar el pool 
característico de las líneas de células troncales empleadas (HS181 y MSUH-001), aunque 
nos hemos centrado en la identificación de los transcritos y miRNAs con dos patrones de 
expresión: aquellos con una expresión diferencial significativa entre las diferentes 





un papel en la diferenciación pancreática temprana y aquellos que son expresados 
diferencialmente entre las células productoras de insulina obtenidas a partir de células 
troncales obtenidas al final del proceso y las muestras de islotes pancreáticos adultos, 
considerados candidatos a factores de maduración de las células beta pancreáticas. Esto 
nos llevó a comparar el perfil de expresión de miRNAs de las células productoras de 
insulina obtenidas y de los islotes pancreáticos humanos adultos que albergan células 
beta pancreáticas totalmente maduras y funcionales, lo que nos indica la similitud entre 
ambos proporcionándonos una idea del nivel de maduración de las células obtenidas. La 
identificación de los miRNAs altamente expresados en las células de las etapas 
diferenciadas finales, pero ausente en las células de los islotes pancreáticos adultos y 
viceversa, sugiere que las CTEs diferenciadas pueden constituir una etapa anterior de las 
células maduras presentes en los islotes pancreáticos adultos. Por tanto, el perfil de 
expresión de miRNAs es susceptible de ser afinado para estimular la conducción de las 
células precursoras a la madurez de los islotes pancreáticos y consideramos razonable 
que el conjunto de miRNAs que fueron altamente expresados en la etapa tardía de las 
CTEs diferenciadas, así como los miRNAs enriquecidos en las muestras de islotes 
pancreáticos adultos son funcionalmente importante en la diferenciación de células 
beta pancreáticas de los islotes pancreáticos. En apoyo a esta observación, ya hemos 
visto como varios de estos miRNAs han sido implicados en procesos biológicos de 
relevancia potencial para el desarrollo de las células del páncreas endocrino incluyendo 
miR-7, -29a/b, -148a, -199a/b, -375 y las familias let-7, miR-30 y -200. Estudios previos 
revelaron que los clusters pancreáticos similares a los de las células productoras de 
insulina obtenidas a partir de las CTEs mostraban una alta expresión de miRNAs tales 
como miR-186, -199a y -339, los cuales regulan la expresión de LIN28, PRDM1, CALB1, 
GCNT2, RBM47, PLEKHH1, RBPMS2 y PAK6 (Chen et al., 2011). Otro estudio reportó que 
miR-34a fue expresado durante la diferenciación de progenitores pancreáticos a partir 
de células endodérmicas y que miR-7, -148a y -375 fueron específicamente expresados 





(Wei et al., 2013). Interesantemente, nuestro estudio reveló alto nivel de expresión de 
muchos de estos miRNAs tanto en los islotes pancreáticos adultos como en las células 
productoras de insulina obtenidas a partir de las CTEs, excepto miR-7 y -375 que 
presentaron una expresión disminuida en las últimas etapas de maduración, siendo más 
atenuada en el caso de miR-7. 
Recientemente, se ha demostrado que la sobreexpresión de unos pocos miRNAs puede 
reprogramar directamente fibroblastos en iPSCs (Liao et al., 2011) o ayudar a otros 
factores de transcripción para reprogramar fibroblastos directamente en neuronas 
funcionales (Ambasudhan et al., 2011) o cardiomiocitos (Muraoka et al., 2014), lo que 
indica que los miRNAs son potentes reguladores de la especificación del linaje celular y 
pueden constituir herramientas útiles en la diferenciación y maduración de las CTEs. 
Hemos detallado ampliamente la posibilidad de obtener resultados positivos con 
protocolos de diferenciación in vitro que simulan el mecanismo de desarrollo del 
páncreas in vivo para guiar la diferenciación de las CTEs a células productoras de 
insulina. Sin embargo, las etapas de maduración son susceptibles de mejoras y además 
las proteínas recombinantes y factores de crecimiento necesarios para el proceso de 
diferenciación son extremadamente caros. Esto ha suscitado un gran interés por la 
investigación de los miRNAs como una herramienta molecular útil en la diferenciación 
celular que podrían sustituir a estas proteínas en los protocolos, al tiempo que 
proporcionan un proceso más fácilmente inducible hacia la diferenciación.  
El cambio del nivel de expresión de miRNAs durante la diferenciación puede ser una 
estrategia alternativa para promover la diferenciación y maduración de las células 
troncales hacia células productoras de insulina. En este sentido han sido descritos varios 
estudios que indican que la sobreexpresión de miR-375 favorece la diferenciación de las 
iPSCs humanas hacia el linaje pancreático endocrino en ausencia de factores de 
crecimiento, induciendo la formación de pequeñas estructuras en las etapas finales de 





(Lahmy et al., 2014). Otro estudio reveló que la sobreexpresión de miR-375 produce la 
atenuación de HNF1b y SOX9 ilustrando como miR-375 podría regular la diferenciación 
de las CTEs hacia células pancreáticas (Wei et al., 2013). La sobreexpresión de miR-375 
conduce a una reducción en los niveles de la proteína MTPN en células productoras de 
insulina, mientras que el tratamiento combinado con un inhibidor de miR-9 aumenta la 
proteína OC-2, proporcionando un efecto sinérgico que contribuye a la diferenciación y 
mejora la secreción de insulina regulada por glucosa (Jafarian et al., 2015). La expresión 
de MAFA es activada por miR-30d y consecuentemente promueve la producción de 
insulina en las células beta pancreáticas y su sobreexpresión protege a las células de la 
supresión del factor de necrosis tumoral α (TNFα) tanto para la secreción de insulina 
como la transcripción de la insulina a través de la atenuación de MAP4K4, lo que 
demuestra una nueva función reguladora en las células beta pancreáticas (Zhao et al., 
2012). En los islotes pancreáticos humanos y células MIN6 se ha visto como las 
citoquinas pro-inflamatorias inducen la expresión de miR-21 a través de la activación de 
NFκβ (Roggli et al., 2010; Zhou et al., 2009), de forma que se ha asociado su 
sobreexpresión con un incremento en la proliferación de células beta pancreáticas y en 
combinación con una inhibición de miR-34a protegen a las células de la apoptosis (Backe 
et al., 2014). Este miR-34a a su vez se ha relacionado con SIRT1 implicado en la 
homeostasis de glucosa (Rodgers et al., 2005) y la secreción de insulina en células beta 
pancreáticas (Moynihan et al., 2005), de modo que la inhibición de miR-34a puede no 
solo reducir la apoptosis sino también mejorar la secreción de insulina a través de la 
regulación de SIRT1 (Backe et al., 2014). Todos estos resultados ponen en evidencia la 
posibilidad de regular el desarrollo y la fisiología de células beta pancreáticas 
controlando el nivel de expresión de miRNAs. 
En nuestro estudio observamos como las CTEs inducidas a diferenciarse mediante el 
protocolo CABIMER adquieren el perfil de expresión de miRNAs más similar respecto al 
de las muestras de islotes pancreáticos, lo que sugiere que estas CTEs diferenciadas 





islotes pancreáticos, pero aun en un estado inmaduro funcional debido a la baja 
expresión de algunos miRNAs claves en la funcionalidad de las células beta pancreáticas 
adultas como miR-7 y -375. 
Por lo que, este estudio generamos células productoras de insulina obtenidas a partir de 
las CTEs e investigamos la sobreexpresión de estos miRNAs sobre la diferenciación y 
maduración de estas células en combinación con factores de crecimiento, mediante un 
enfoque no invasivo con polímeros catiónicos para la administración de material 
genético sin una integración permanente o transitoria de factores transformantes como 
son los sistemas con partículas virales, para evitar riesgos inherentes de posibles 
aberraciones y mutaciones en el genoma huésped. Nuestros resultados demostraron 
que las CTEs fueron eficientemente diferenciadas hacia el linaje pancreático. La 
expresión temprana de miR-7 y -375 resultó clave para el establecimiento del 
endodermo definitivo identificados por una marcada expresión de SOX17 y FOXA2, a 
partir del cual se generaron los progenitores pancreáticos identificados por una alta 
expresión de marcadores como PDX1. En consonancia con diversas publicaciones que 
sitúan a estos miRNAs claves durante las primeras etapas del desarrollo pancreático 
fetal humano con una edad gestacional de 8 a 22 semanas, produciéndose un enorme 
incremento entre las semanas 14 y 18 correspondientes a la inducción de factores 
esenciales para la especificación del destino celular endocrino como ISL1 y PDX1 
(Correa-Medina et al., 2009). Estos resultados son además, consistentes con los datos 
en pez cebra (Danio rerio) que restringe la expresión de miR-7 a las células endocrinas 
(Wienholds et al., 2005). Sin embargo, contrario a lo que se podría esperar después de 
una alta expresión inicial durante la diferenciación de las CTEs, se produjo una 
disminución gradual en los niveles de miR-7 y -375, los miRNAs más destacados en el 
páncreas en el que miR-7 ha sido identificado como el miRNA endocrino más abundante 
en los islotes pancreáticos humanos y murinos adultos (Bravo-Egana et al., 2008), 
encontrándose en ambas especies unos niveles de expresión superiores al del otro 





Nuestros resultados revelaron que la reexpresión de miR-7 en las etapas de maduración 
de los progenitores pancreáticos obtenidos a partir de las CTEs humanas, activa la 
expresión de varios marcadores génicos de islotes pancreáticos como FOXA2, PDX1 e 
insulina (INS) como muestran los resultados de expresión obtenidos mediante qPCR. 
Datos consistentes con la detección proteica de INSULINA y PÉPTIDO-C en las células 
diferenciadas. El contenido de insulina de islotes pancreáticos humanos varia 
ampliamente, aunque se han estimado un valor medio de aproximadamente 22,9 
ng/islote lo que representa 11,45 µg/106 células, asumiendo que los islotes pancreáticos 
humanos contienen una media de 2.000 células. Nuestro estudio demostró que el 
contenido de insulina de las células diferenciadas será inferior al nivel esperado, con 
aproximadamente un 3-7% del contenido de insulina de los islotes pancreáticos 
humanos sin existir diferencias significativas entre las células con o sin sobreexpresión 
de miR-7. Sin embargo, los análisis dosis dependiente de la GSIS revelaron que las 
células con sobreexpresión de miR-7 presentan una respuesta más eficaz, indicativo de 
una maquinaria pancreática mejorada en estas células y por tanto de un mayor nivel de 
maduración. Hemos visto, como miR-7 presenta niveles altos de expresión en el 
páncreas fetal (E14.5-E16.5) y la inhibición embrionaria de miR-7 usando oligos 
antisentido disminuye el número de células beta, el contenido de insulina y la tolerancia 
a la glucosa en ratones adultos (Nieto et al., 2012). Además, la manipulación génica de 
los niveles de miR-7 en ratones demuestra que es importante para la correcta función 
de las células beta maduras (Latreille et al., 2014). Por lo tanto, parece claro que existe 
una diferente implicación del miR-7 en función del estadio del desarrollo de las células 
beta, de modo que mientras este miRNA es importante para la formación de las células 
beta en el feto, el papel más probable en las células adultas está relacionado con el 
control de la maquinaria exocítica de secreción de insulina. En un modelo simplista, la 
GSIS requiere la acción de receptores de superficie celular que responden a la glucosa, 
una activación resultante de vías de señalización citosólicas y también la inducción de 





Así, tras el transporte de glucosa al interior de la célula beta se desencadena el proceso 
glicolítico que resulta en un aumento de la relación ATP a ADP, cierre de canales de 
potasio, la despolarización celular, la apertura de los canales de calcio dependiente de 
voltaje, la liberación de calcio y la inducción de la secreción de insulina (Rorsman y 
Renström, 2003). Por lo que, el análisis de los componentes de esta maquinaria 
exocítica, incluyendo la liberación de calcio, podrían tanto a ayudar a explorar el 
mecanismo preciso de acción del miR-7 durante la diferenciación, como confirmar la 
mejorada respuesta a estímulos de glucosa de las células obtenidas tal y como sugieren 
los resultados obtenidos. En tal caso, es plausible pensar que esta modulación 
transcripcional adicional incorporada a las células productoras de insulina generadas, 
hace que constituyan un estado más similar, aunque no idéntico, al de las células beta 
adultas humanas presentando una predisposición mejorada para culminar la 
maduración in vivo mediante el trasplante, una estrategia comúnmente utilizada (Kroon 
et al., 2008; Rezania et al., 2012) por diversos investigadores.   
Por el contrario, otro destacado miRNA analizado en nuestro trabajo como miR-375 con 
un perfil de expresión muy similar a miR-7 en el desarrollo pancreático no dio lugar a 
resultados significativos en marcadores génicos o proteicos de islotes pancreáticos ni en 
la respuesta de las células a estímulos de glucosa. Ambos miRNAs presentaron una 
expresión similar en las CTEs sometidas al protocolo CABIMER de diferenciación, con un 
pico de expresión en las primeras etapas para después disminuir gradualmente, si bien 
es cierto que la disminución de miR-7 fue más acusada dando lugar a niveles de 
expresión inferiores en las últimas etapas de diferenciación, lo que podría sugerir que 
miR-375 mantuviera aún niveles adecuados de expresión para llevar a cabo su función 
en esta etapa de la diferenciación. Aunque miR-7 y -375 son importantes durante varias 
procesos concretos del desarrollo de las células beta fetales, actualmente se desconoce 
en qué fases podría estar actuando y el control que ejercen durante el desarrollo, 
mientras que ha sido más ampliamente estudiado el papel de ambos miRNAs en la 





exocítica de insulina apropiada (Poy et al., 2009; Latreille et al., 2014; Salunkhe et al., 
2015). No hay duda de que estudios adicionales ayudaran a elucidar aún más la 
implicación de miR-7 y -375 en las diferentes etapas del proceso de diferenciación de las 
CTEs para obtener células productoras de insulina.  
Por tanto, queda aún mucho por describir con respecto a la función individual y 
colectiva de todos los miRNAs expresados en las células beta, siendo de particular 
importancia dado el control que ejercen en el desarrollo y funcionamiento de  estas 
células, así como la asociación entre la alteración de la expresión génica y la diabetes, 
una enfermedad que representa una importante carga socioeconómica y para la cual los 
tratamientos actuales disponibles no son totalmente satisfactorios. Actualmente, los 
miRNAs maduros son pequeñas moléculas que pueden ser fácilmente sintetizados o 
bien cada una de estas moléculas de ncRNAs pueden ser selectivamente inactivadas 
mediante moléculas de RNA anti-sentido. Dadas estas propiedades, una vez que la 
contribución a la regulación de las funciones de células beta pancreáticas sea 
totalmente establecida, será teóricamente posible favorecer la replicación de células 
beta pancreáticas, prevenir su muerte o mejorar la síntesis de insulina y su secreción 
manipulando el nivel de los miRNAs seleccionados. Ya hemos visto como los miRNAs y 
sus antagonistas presentan una naturaleza similar a la de los RNA de interferencia, por 
ello las estrategias desarrolladas para silenciar genes mediante los RNA de interferencia 
han sido fácilmente adaptadas para permitir modificar los niveles celulares de miRNAs. 
La generación de células productoras de insulina mediante miRNAs específicos en 
ausencia de factores de crecimiento resulta por el momento una meta lejana de 
alcanzar. Sin embargo, la mejora en los procesos de maduración para obtener células 
completamente funcionales mediante la combinación de factores de crecimiento y 
miRNAs es prometedora, aunque constituye un enfoque que se enfrenta a múltiples 
desafíos. Uno de los principales será determinar la combinación específica de miRNAs y 
los tiempos de expresión adecuados a lo largo del proceso de diferenciación para 





células beta pancreáticas humanas adultas, para una terapia de reemplazo celular en el 
tratamiento de la diabetes. Más avances en la comprensión de los miRNAs claves en la 
diferenciación beta pancreática y su uso para estrategias basadas en miRNAs puede 
aumentar la formación de células productoras de insulina con una mejorada respuesta a 
los estímulos de glucosa. 
Los próximos años revelaran el potencial real de los miRNAs como nuevas herramientas 
para la prevención y tratamiento de la diabetes u otras enfermedades, revolucionando 



































































Las conclusiones derivadas de los resultados de este estudio son las siguientes: 
1. Los miRNAs constituyen importantes reguladores a nivel post-transcripcional de 
la expresión génica durante el desarrollo. 
 
2. Existen pequeños ncRNAs específicos del tipo celular fundamentales para el 
control del desarrollo, que en las CTEs se encargan tanto del mantenimiento de 
un estado no diferenciado, como la salida del mismo iniciando los procesos que 
dan lugar a la diferenciación celular hacia los diferentes tipos de linajes. 
 
3. Los diferentes organismos albergan un conjunto de miRNAs específicos de tejido 
y en este trabajo identificamos los miRNAs miR-7, -15a, -16, -26a, -29a/b/c, -30d, 
-124, -148a, -200a/c, -214, -375 y -376a como miRNAs diferencialmente 
expresados en el páncreas. 
 
4. Los islotes pancreáticos expresan preferencialmente un grupo de miRNAs que se 
pueden asociar a su desarrollo y funcionalidad e incluye a los miRNAs miR-7, -
148a y -375. 
 
5. La combinación de los factores de crecimiento y miRNAs específicos (miR-7) en 
las etapas de diferenciación de las CTEs, proporciona señales de regulación post-
transcripcional importantes para la inducción del linaje pancreático, mejorando la 
inducción de células productoras de insulina obtenidas a partir de las CTEs. 
 
6. El perfil de expresión de miRNAs durante la inducción de la diferenciación 
pancreática es común en las diferentes líneas de células pluripotentes humanas 
estudiadas (HS181 y MSUH-001) y a su vez muy similar al existente durante el 
desarrollo pancreático. 
 
7. Identificamos grupos de miRNAs que actúan en etapas clave del proceso de 





373 y -375), la inducción de los progenitores pancreáticos (miR-15a/b y -16) y la 
maduración de células productoras de insulina (miR-29b y -148a). 
 
8. El subconjunto miR-7, -148a y -375 presenta un gran número de dianas 
identificadas en la ruta de señalización de la insulina. 
 
9. Se ha identificado a miR-7 como un miRNA destacado en el proceso de 
maduración de las células productoras de insulina y su sobreexpresión está 
asociada con un aumento de la expresión en factores de transcripción (FOXA2, 
NEUROD1, PDX1 o INS) que desempeñan un papel esencial en el desarrollo 
pancreático, además de mejorar la funcionalidad de las células.   
 
10.  Los resultados en su conjunto constituyen una nueva herramienta para mejorar 
los procesos y protocolos de obtención de células productoras de insulina a partir 
de células troncales embrionarias humanas. 
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